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       Our doubts are traitors, 
       And make us lose the good we oft might win, 
       By fearing to attempt. 
 
       Aus: Measure for Measure,  
        William Shakespeare, 1603 
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ZUSAMMENFASSUNG 
Die moderne Tumormedizin hat das Ziel die deregulierte Wachstumskontrolle und die 
Überlebensstrategien maligner Tumoren zu überwinden. Aufgrund der hohen Kom-
plexität der onkogenen Transformation und Zellvermehrung steht hier eine Individua-
lisierung therapeutischer Ansätze im Vordergrund. Mittels computerbasierter Metho-
den sollten hierzu in dieser Arbeit neue apoptoseinduzierende Substanzen gefunden 
und deren Wirksamkeit in späteren in vitro Experimenten überprüft werden.  
In drei Modellprojekten konnten neue Substanzen identifiziert werden, die Apoptose 
in Tumorzellen induzieren. Im ersten Projekt wurden Inhibitoren der an das COP9 
Signalosom (CSN-) assoziierten Kinasen CK2 und PKD mittels der Leitstrukturen 
Curcumin und Emodin gefunden. Die Zugabe dieser Inhibitoren zu den rekombinan-
ten Kinasen oder dem aufgereinigten CSN führte zu einer Hemmung der Kinaseakti-
vität von PKD, CK2 und des aufgereinigten CSN-Komplexes. Nach der Zugabe zu 
Tumorzellen konnte eine Stabilisierung des Tumorsuppressors p53 und einer Desta-
bilisierung von c-Jun gegenüber einer Ubiquitin- und Proteasom-abgängigen Proteo-
lyse in den untersuchten Zelllinien festgestellt werden. Im zweiten Projekt wurde der 
Naturstoff Betulinsäure (betulinic acid, BA) bezüglich seines Wirkmechanismus un-
tersucht. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die BA-induzierte Apoptose weitestge-
hend unabhängig von den pro- und anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie, 
aber in Abhängigkeit von aktiven Caspasen, ausgelöst wird. Eine direkte Wirkung auf 
die Mitochondrien und die Auslösung einer Amplifikationsschleife, die zu einer Akti-
vierung von Bax/Bak führt und durch Bcl-2/Bcl-xL inhibiert wird, kann die partielle Ab-
hängigkeit in Bezug auf diese Mitglieder der Bcl-2-Familie erklären. Durch ein in silico 
Screening und die Verwendung eines neuen Eigenschaftsfilters konnten neuen BA-
Analoga identifiziert werden. Zur Bewertung der Ergebnisse des in silico Screenings 
wurden die Daten des National Cancer Institutes (NCI) verwendet, die im Rahmen 
einer Suche mit über 40 000 Substanzen in 60 verschiedenen Tumorzelllinien erho-
ben wurden. Die Trefferquote und damit auch die Effizienz des in silico Screenings 
konnte, durch die Einführung dieses neuen Eigenschaftsfilters, verbessert werden. 
Im dritten Projekt wurden mittels in silico Screening, Docking-Experimenten und in 
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vitro Screenings zwei neue Bcl-2-Inhibitoren identifiziert, die derzeit in funktionellen 
Experimenten getestet werden. 
Analysen des Proteins Bid, eines endogenen direkten Bax-Aktivators zeigten, dass 
durch den Einbau eines niedermolekularen, photoschaltbaren Moleküls an die Ami-
nosäuren-Seitenketten des α-helikalen Peptides aus der BH3-Domäne von Bid eine 
gezielte Aktivierung der BH3-Domäne und damit auch eine gezielte Apoptoseindukti-
on in Tumorzellen ausgelöst werden kann.  
Die effiziente Methode des in silico Screenings hat gezeigt, dass, durch ein systema-
tisches Bewerten der virtuell erzielten Treffer, die Zeit und Kosten für die Suche nach 
Wirkstoffen reduziert werden können. Die gefundenen Treffer können als neue Leit-
strukturen für weitere in silico Screenings ihre Verwendung finden oder mit Hilfe von 
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SUMMARY 
Nowadays, cancer research is focused on the overcoming of survival strategies of 
malign tumors. Therapeutic approaches have to be individualised, due to the com-
plexity of oncogene transformation and cell proliferation. In the present work, com-
puter-based methods lead to the identification of novel apoptosis inducing molecules, 
whose potency should be validated in in vitro experiments. 
Novel compounds, which induce apoptosis in cancer cells, could be identified on the 
basis of three projects. Inhibitors for the COP9 signalosome (CSN) associated 
kinases CK2 and PKD could be discovered using curcumin and emodin as lead 
compounds. The treatment of recombinant kinases, the purified CSN complex or tu-
mor cells with the indicated inhibitors, led to the inhibition of kinase activity or the sta-
bilisation of the tumorsuppressor p53 and the destabilisation of c-Jun towards the 
ubiquitin- and proteasome-dependent proteolytic degradation in different cell lines. 
Investigations concerning the mechanism-of-action of betulinic acid (BA) should give 
information about the function of the Bcl-2 protein family in the BA induced cell death. 
The experiments, which are focused on the mitochondrial signalling pathway, re-
vealed that BA induces apoptosis in an almost independent manner with regards to 
the pro- and anti-apoptotic Bcl-2 proteins, but dependent on the presence of acti-
vated caspases. A direct effect on the mitochondria and the initiation of an amplifica-
tion-loop, which leads to an activation of Bax/Bak and can be inhibited by Bcl-2/Bcl-
xL, explains the partial dependence of BA induced apoptosis on the proteins of the 
Bcl-2 family. Via an in silico screening and the utilisation of a new property filter, novel 
BA analogues could be identified. For the first time, the data of the National Cancer 
Institute (NCI) is employed to evaluate results from the in silico screening. The data is 
collected during a cancer screen, which provides growth inhibition values for over 
40 000 compounds in 60 tumor cell lines. The hit rate and the efficiency of the in 
silico screening could be improved by using this additional property filter. In the third 
project two novel Bcl-2 inhibitors have been identified via in silico screenings, dock-
ing experiments and in vitro screenings, which are performed at the moment. 
The insertion of a photo-switchable compound to the amino acid side chain of an α-
helical peptide from the pro-apoptotic protein Bid, an endogenous direct Bax activa-
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tor, triggered the effect of a modulator, which results in a controllable activation and 
initiation of apoptosis in tumor cells. 
In silico screenings as a reliable method corroborated that a systematical evaluation 
of the virtual hits could decrease the time and costs of experimental testings. The 
identified hits could serve as novel lead compounds for further in silico screenings or 
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1 EINLEITUNG 
In der zweiten Hälfte des 20. Jahrhunderts kam es im Bereich der Wirkstoffentwick-
lung zu einem starken Wandel. War in früheren Zeiten die Entdeckung neuer Arznei-
mittel durch glückliche Zufälle geprägt, wie zum Beispiel bei der Entdeckung des ers-
ten fiebersenkenden Mittels Acetanilid [1], des Antibiotikums Penicillins [2], der 
psychotropen Droge Lysergsäurediethylamid (LSD) [3] und des ersten Tranquilizers 
Chlordiazepoxid (Psychopharmakon mit angstlösender und entspannender Wirkung, 
[4], Handelsname: Librium®), so ist heute durch die genombasierte Forschung, 
Hochdurchsatz-Testmodelle, Protein-3D-Strukturen und neue computer-gestützte 
Entwürfe von Wirkstoffen ein rationales Design möglich [5, 6]. Virtuelle Datenbanken 
mit potentiellen neuen Wirkstoffen erleichtern und beschleunigen hierbei die Entwick-
lung von neuen Medikamenten [7]. Die Suche in diesen Datenbanken wird als in sili-
co Screening bezeichnet. An diese Suche schließen sich experimentelle Versuche (in 
vitro Screening) zur Verifizierung der Ergebnisse an. 
 
1.1 GRUNDLAGEN UND ANWENDUNGEN DES IN SILICO 
SCREENINGS 
Durch die Entwicklung des in silico Screenings hat in der Medikamentenentwicklung 
ein Wandel stattgefunden, der zur effizienteren und kostengünstigeren Identifizierung 
von neuen Wirkstoffen beigetragen hat [7]. Experimentell durchgeführte Hochdurch-
satzmethoden erfordern den Einsatz von tausenden Substanzen, die in aufwendigen, 
zeitintensiven Versuchen bezüglich ihrer biologischen Aktivität getestet werden [8]. 
Im Gegensatz dazu wird bei in silico Screenings eine Vorauswahl der zu testenden 
Substanzen getroffen, wodurch die Anzahl der experimentellen Versuche und die 
damit verbundene Zeit reduziert werden. 
Bei der Durchführung der computerbasierten Suchen werden sowohl die chemischen 
(2D-), als auch die räumlichen (3D-) Eigenschaften der niedermolekularen Strukturen 
berücksichtigt. In großen Datenbanken sind synthetische und natürliche Kleinstruktu-
ren und, in den meisten Fällen, die dazugehörigen Konformere, durch die alle mögli-
chen spezifischen Anordnungen der Atome eines Moleküls im dreidimensionalen 
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Raum beschrieben werden, gespeichert. Zur Suche in diesen Datenbanken werden 
jeweils Leitstrukturen verwendet, deren Bindung an das Zielprotein oder deren biolo-
gische Aktivität bereits bekannt ist [9]. Die Berechnung der chemischen Ähnlichkeit 
zwischen Leitstruktur und der Substanzen in der Datenbank erfolgt über Fingerprints, 
in denen die An- und Abwesenheit von funktionellen Gruppen eines Moleküls doku-
mentiert wird und mit anderen Molekülen verglichen werden kann (Abb. 1) [10, 11, 
12]. 
 
Abbildung 1: Fingerprint einer Kleinstruktur. 
Die An- bzw. Abwesenheit bestimmter Strukturmerkmale wird in ein Bitmuster übersetzt [13, 
14]. 
 
Zur Bestimmung der räumlichen Ähnlichkeit von zwei Molekülen wurde ein Suchalgo-
rithmus [15] verwendet, der die bestmögliche strukturelle Überlagerung der Leitstruk-
tur und der Kleinstrukturen in der Datenbank berechnet. Durch die Suche im „nähe-
ren strukturellen Umfeld“ der Leitstrukturen weisen die gefundenen Moleküle, neben 
ähnlichen physikochemischen Eigenschaften, im günstigsten Fall auch eine ähnliche 
biologische Aktivität auf. Dieser Vergleich basiert auf dem „similar compounds display 
similar properties“-Prinzip [16]. Jedoch ermöglicht die Kombination aus 2D- und 3D-
Suchen nicht nur das Auffinden von strukturell und chemisch sehr ähnlichen Molekü-
len, sondern auch die Identifizierung von so genannten „scaffold hoppers“, die von 
dem Grundgerüst der Leitstruktur abweichen, aber durch die räumliche Ähnlichkeit 
als viel versprechende Treffer gelten [17, 18].  
Durch die Verwendung von Eigenschaftsfiltern, welche die Treffer des in silico Scree-
nings auf ihre Aufnahmemöglichkeit in den Körper (Absorption), Verteilung im Körper 
(Distribution), Metabolisierung (Metabolismus), sowie Ausscheidung (Exkretion, kurz 
ADME) bewerten, wird die Anzahl der auf Wirkung zu testenden Substanzen noch-
mals reduziert [19, 20].  
3 
                                                                                                                        Einleitung
Das National Cancer Institute (NCI) der USA hat im Rahmen eines Projektes mehr 
als 40 000 Substanzen an 60 verschiedenen humanen Tumorzelllinien getestet. Für 
jede niedermolekulare Substanz wurde ein Zytotoxizitätswert ermittelt, bei dem das 
Wachstum von 50 % der Zellen inhibiert ist (growth inhibition 50, GI50-Wert) [21]. Die-
se Werte können, beim strukturellen Vergleich mit Treffern aus dem in silico Scree-
ning, weitere Hinweise auf die mögliche biologische Aktivität der Kleinstruktur geben.  
Durch diesen umfangreichen Datensatz des NCI kann zur Bewertung der Ergebnisse 
der virtuellen Suche ein neues Kriterium hinzugefügt werden, was zu einer verbes-
serten Abschätzung der Erfolgsquoten beitragen kann. 
 
1.2 ABLEITEN UND VERWENDEN VON LEITSTRUKTUREN 
Die Suche nach neuen Wirkstoffen ist äußerst wichtig für den Kampf gegen alte und 
neue Krankheiten. Im Laufe des letzten Jahrhunderts hat sich die Suche nach neuen, 
und die Optimierung bereits existierender Wirkstoffe, jedoch stark gewandelt. War 
man früher auf das alleinige Wissen über Wirkstoffe aus Pflanzen und Tieren ange-
wiesen, so ist es heute möglich, mittels kombinatorischer Chemie große virtuelle und 
reelle Datenbanken mit synthetischen Molekülen zu entwickeln. 
Die Leitstrukturen sind Substanzen aus der Natur oder synthetische Moleküle, wel-
che die gewünschte Wirkung zeigen, aber aus verschiedensten Gründen noch nicht 
therapeutisch einsetzbar sind. Für die moderne Wirkstoffforschung ist die Suche 
nach solchen Leitstrukturen und das Auffinden von geeigneteren niedermolekularen 
Substanzen von sehr großer Bedeutung.  
Abhängig von dem jeweiligen Modellprojekt ist das Auffinden von Leitstrukturen 
durch verschiedene Ansätze möglich. Im Bereich der Krebsforschung wurde in den 
letzten Jahren viel Zeit und Geld darauf verwendet, Substanzen zu finden, die eine 
zelltodfördernde oder Angiogenese-hemmende Wirkung haben. Diese Substanzen 
können als Leitstruktur für in silico Screenings verwendet werden und zum Auffinden 
von effektiveren Wirkstoffen führen. 
Sollte keine Leitstruktur für ein bestimmtes Target (Zielprotein) vorhanden sein, so 
können, bei Kenntnis über das aktive Zentrum und die 3D-Struktur der Zielstruktur, 
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ein oder mehrere Pharmakophore (Leitstrukturen) anhand der Lage der Atome abge-
leitet werden. Diese Pharmakophore bestehen aus einer definierten räumlichen An-
ordnung von funktionellen Gruppen. Mit diesen Vorgaben wird dann eine virtuelle 
Suche durchgeführt und die Moleküle, die über diese Anordnung der funktionellen 
Gruppen verfügen, werden in vitro auf Wirksamkeit getestet. [22] 
In der vorliegenden Arbeit werden Substanzen mit bereits bekannter biologischer 
Wirkung als Leitstrukturen verwendet. Im Fokus stehen niedermolekulare Substan-
zen, die den Zelltod in Krebszellen fördern.  
 
1.3 AUSWAHL DER MODELLPROJEKTE 
Das statistische Bundesamt führt Krebs als die zweithäufigste Todesursache nach 
Herz-Kreislauf-Erkrankungen an [23]. Die Gesellschaft der epidemiologischen Krebs-
register e.V. hat in Zusammenarbeit mit dem Robert Koch-Institut im Juni 2006 eine 
Schätzung für die Anzahl der Krebsneuerkrankungen für das Jahr 2002 herausgege-
ben (Abb. 2). 424.250 Krebsneuerkrankungen (Männer 218.250, Frauen 206.000) 
sind registriert, was einen Anstieg von 29.600 Erkrankungsfällen im Vergleich zum 
Jahr 2000 bedeutet [24].  
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Abbildung 2: Anzahl der Krebsneuerkrankungen in Deutschland für das Jahr 2002. 
(Abbildung aus [24]). 
 
Je größer der Anteil älterer Menschen in der Bevölkerung ist, desto höher ergibt sich 
insgesamt die Krebshäufigkeit. Durch Altersstandardisierung wird sichergestellt, dass 
Unterschiede im Altersaufbau der verglichenen Bevölkerungen nicht allein die Unter-
schiede der Krebshäufigkeit verursachen. Die für Deutschland alterskorrigierten Wer-
te zeigen, dass in den letzten 20 Jahren eine Zunahme der Krebsneuerkrankungen 
von 20 % bei Männern und 36 % bei Frauen zu verzeichnen ist (Altersgruppe 0-44 
Jahre; Abb. 3). Diese Zahlen belegen die enorme volkswirtschaftliche Relevanz der 
Suche nach neuen, wirksamen Tumortherapeutika, auch wenn die diagnostischen 
Verfahren und die Krebsfrüherkennung in den letzten Jahren große Fortschritte ge-
macht haben. Daher sollen im Rahmen dieser Arbeit neue niedermolekulare Sub-
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Abbildung 3: Darstellung der altersstandardisierten Erkrankungsrate je 100 000 Be-
wohner für Frauen und Männer. 
Die dargestellten Werte wurden auf die Europabevölkerung altersstandardisiert und für die 
Region Deutschland angegeben. Die Werte sind für den Zeitraum von 1980 – 2002 und die 
Altersgruppe von 0 – 44 Jahre zusammengestellt.  
 
Die Modellprojekte sollen zum Auffinden von apoptoseinduzierenden (zelltodfördern-
den) Substanzen dienen. Im Folgenden werden die Hintergründe zu den Projekten 
beschrieben: 
 
1.3.1 Das COP9 Signalosom (CSN) 
Das CSN wurde 1998 während einer Präparation vom 26S Proteasom aus Erythrozy-
ten isoliert [25]. Es enthält acht Untereinheiten (Abb. 4) und weist eine Ähnlichkeit 
zum Lid-Subkomplex des 26S Proteasoms auf. Da die zuvor bekannten Proteine 
Jab1 [26] und Trip15 [27] als Komponenten des Komplexes identifiziert wurden, wur-
de zuerst der Name „Jab1-containing signalosome“ gewählt, welcher aber seit 1999 
durch die einheitliche Bezeichnung COP9 (constitutive photomorphogenic gene 9) 








Abbildung 4: Elektronenmikroskopische Aufnahme des CSN.  
Deutlich zu erkennen ist die ungleichmäßige Anordnung der acht Untereinheiten und die 
durch den Pfeil gekennzeichnete zentrale Furche [29].  
 
Die acht Untereinheiten des CSN sind nach abnehmendem Molekulargewicht CSN1-
CSN8 benannt [28]. Von A. thaliana bis zum H. sapiens ist die Zusammensetzung 
der Untereinheiten hoch konserviert [30]. Die beiden Untereinheiten CSN5 und CSN6 
weisen N-terminal eine MPN (Mpr1-Pad1-N-terminal)-Domäne auf, wohingegen die 
übrigen Untereinheiten eine PCI (Proteasome, COP9 signalosome, initiation factor-
3)-Domäne im C-terminalen Ende aufweisen [31]. In PCI-Komplex-unabhängigen 
Proteinen, sowie in Prokaryoten, wird die MPN-Domäne ebenfalls gefunden. Ein so-
genanntes MPN+- oder JAMM-Motiv konnte innerhalb der MPN-Domäne einiger Pro-
teine lokalisiert werden. Das Motiv konnte nur in CSN5, nicht jedoch in CSN6 identifi-
ziert werden [32]. Die Deneddylierungsaktivität von CSN5 wurde diesem Motiv 
zugeordnet [33]. Das aktive Zentrum wird dabei durch zwei Histidine, ein Aspartat 
sowie ein Glutamat gebildet, welche ein Zinkion komplexieren. Die PCI- oder PINT 
(Proteasome subunits, Int-6, Nip-1, and Trip15)-Domäne [34] besteht aus zahlreichen 
α-Helices und scheint für die Interaktion der CSN-Untereinheiten miteinander not-
wendig zu sein [35]. Eine Aufgabe dieser Domäne bei der Assemblierung des Kom-
plexes und assoziierter Proteine wäre somit möglich. Neuere Daten weisen jedoch 
darauf hin, dass noch weitere Bereiche in den Proteinen für die Wechselwirkung ver-
antwortlich sein müssen, da die PCI-Domäne alleine für den Komplexaufbau nicht 
ausreichend ist [36]. 
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Neben den Interaktionen der CSN-Untereinheiten miteinander, sind auch zahlreiche 
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen beschrieben. Die bisher bekannten inter-




Abbildung 5: Darstellung der bisher identifizierten Interaktionspartner des CSN.  
Durch Querverbindungen sind die Interaktionen der Untereinheiten miteinander dargestellt. 
An der jeweiligen Untereinheit stehen die assoziierten Proteine. Gelb: PCI-Domäne, blau: 
MPN-Domäne (Abbildung aus [37]) 
 
1.3.1.1 Kinaseaktivität des CSN 
Durch die in Abbildung 5 dargestellten assoziierten Enzyme Inositol-1,3,4-
triphosphat-5/6-Kinase (IP3-5/6-Kinase), Caseinkinase 2 (CK2) und Proteinkinase D 
(PKD/PKCµ) besitzt das CSN Kinaseaktivität [38, 39]. Die Bindung der IP3-5/6-
Kinase an das CSN findet direkt an CSN1 statt, wobei der wahrscheinlichste Bin-
dungspartner für die CK2 und PKD CSN3 ist. Eine zusätzliche Wechselwirkung der 
CK2 findet mit CSN7 statt. 
Es sind mehr als 300 Substrate bekannt, die von der CK2, welche in der ganzen Zel-
le vorkommt, phosphoryliert werden [40]. Die PKD ist eine Serin/Threonin-Kinase, die 
in der Plasmamembran oder dem Zytosol von Lymphozyten lokalisiert ist [41] und mit 
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einer Vielzahl von zellulären Funktionen, wie Golgi-Organisation, Apoptose und 
Zellproliferation assoziiert wird [42]. Das CSN dient hierbei als Plattform, welche die 
Kinasen und die dazugehörigen Substrate zusammenbringt [43]. 
Eine CSN-vermittelte Phosphorylierung des Tumorsuppressors p53 am Thr155 durch 
die assoziierten Kinasen begünstigt den Abbau durch das 26S Proteasom [44], wo-
hingegen eine CSN-vermittelte Phosphorylierung im N-terminalen Bereich von c-Jun 
zu einer Stabilisierung des Proteins führt und somit die AP1-
Transaktivierungsaktivität steigert [25]. Durch dieses zelluläre Proto-Onkogen wird 
die Zellproliferation und auch die Angiogenese gefördert [45].  
Zelluläre Funktionen, wie die Regulation der Transkription, Reparatur der DNA, Zell-
zyklusregulation und Apoptose werden sowohl von p53, als auch von c-Jun kontrol-
liert. Hierbei fungiert der Wildtyp von p53 als wichtiges Tumorsuppressororgan, wel-
ches die Entstehung von Tumoren hemmt [46]. Einer der am häufigsten beobachtete 
Defekt während der Tumorgenese oder der Tumorprogression ist eine Mutation im 
p53 Gen [47]. Daher ist die intrazelluläre Konzentration von p53 und c-Jun äußerst 
bedeutend für die Tumorentwicklung. Die Kontrolle der Stabilität dieser Schlüsselpro-
teine ist somit von großem Interesse in der Tumortherapie. Es wurde bereits gezeigt, 
dass eine Inhibition der CSN-abhängigen Phosphorylierung zu einem Anstieg des 
intrazellulären Spiegels von p53 [44] und zu einem Abfall der c-Jun-Konzentration 
[48] führt.  
 
1.3.2 Apoptose oder der „programmierte Zelltod“ 
Die Anzahl der Zellen in verschiedenen Geweben wird durch Zellmigration, Zelltei-
lung und Zelltod bestimmt [49]. Der programmierte Zelltod spielt eine wesentliche 
Rolle in der Embryonalentwicklung, weil dieser zu definierten Zeitpunkten in den zu 
eliminierenden Gewebsarealen ausgelöst wird (Abb. 6) und somit einen entwick-
lungsbiologischen Prozess darstellt [50].  
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Abbildung 6: Zelltod bei der Extremitätenentwicklung der Maus. 
A Extremitätenknospe (Tag E11.5), Zelltod in der anterioren nekrotischen Zone (ANZ). B 
Extremitätenknospe (Tag E12.5), Zelltod ist in der apikalen ektodermalen Randleiste (AER) 
sichtbar. C Extremitätenknospe (Tag E13.5), Zelltod im interdigitalen Mesenchym. Nilblau-
Färbung (Abbildung aus [51]). 
 
Die von Clarke & Clarke unterschiedenen vier Zelltodformen Apoptose, Autophagie, 
mitotische Katastrophe und Nekrose [52] sind dagegen vorwiegend morphologisch 
und zum Teil auch biochemisch definiert. Die Apoptose ist hierbei der am besten un-
tersuchte Mechanismus [50]. Durch Kerr, Wyllie und Currie wurde der Begriff der  
Apoptose für den programmierten Zelltod erstmals 1972 eingeführt [53]. Während 
der Ontogenese ist die Apoptose beispielsweise für die Entwicklung des Linsenauges 
essentiell, da durch den apopototischen Zelltod der Zellen von Glaskörper und Linse 
die Lichtdurchlässigkeit der Augenlinse erreicht wird [54]. Im adulten Organismus 
werden gealterte oder geschädigte Zellen in der Haut und in Schleimhäuten aus dem 
Gewebsverband ebenfalls durch Apoptose entfernt [55]. Weiterhin werden Zellen, die 
durch Wachstumsfaktorentzug oder Überproduktion von aberranten Proteinen ge-
stresst sind, abgebaut. Eine gestörte Zellproliferation, ausgelöst durch die Aktivierung 
von Onkogenen oder Tumorsuppressoren, führt ebenfalls zur Induktion von Apopto-
se.  
Nachdem festgestellt wurde, dass die Apoptose einem genetisch determinierten Re-
gulationsmechanismus unterliegt [56, 57], und dass Abnormalitäten in der Regulation 
des Zelltodes zu Krankheiten wie Krebs [58, 59] und Autoimmunkrankheiten [60, 61, 
62, 63] führen können, bekam die Erforschung dieser Prozesse eine enorme Bedeu-
tung für die Medizin. 
Im Allgemeinen wird die Apoptose in zwei Signalwege unterteilt. Der extrinsische 
Weg (Abb. 7) wird durch Todesrezeptoren ausgelöst, die an der Zelloberfläche lokali-
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siert und durch extrazelluläre, Cystein-reiche Domänen (CRDs) charakterisiert sind. 
Sie gehören zur Familie der Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF) [64]. Die am besten cha-
rakterisierten Todesrezeptoren sind TNFR1 (p55 oder CD120a), CD95 (Apo1 oder 
Fas), DR4 und DR5, von denen jeder eine einzelne Todesdomäne im intrazellulären 
Kompartiment besitzt, die für die Rekrutierung von Adapterproteinen wie FADD und 
TRADD verantwortlich sind [65]. Die Bindung der entsprechenden Todesliganden 
(z.B. CD95/Fas Ligand) an die Rezeptoren induziert eine Oligomerisierung der To-
desrezeptoren, wodurch auch die Bindung der Adapterproteine vermittelt wird. Durch 
die an den Rezeptor assoziierten Adapterproteine können weitere Effektormoleküle 
der Apoptose (z.B. Interaktion zwischen den Adapterprotein FADD und Procaspase-
8) gebunden werden, welche dann in diesem todesinduzierenden Komplex (death-
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Abbildung 7: Darstellung des extrinsischen Apoptoseweges.  
Der extrinsische Apoptoseweg wird durch Todesrezeptoren wie CD95 und deren Liganden 
(z.B. CD95L) aktiviert. Durch die Oligomerisierung des Rezeptors und die Bindung von Adap-
terproteinen (z.B. FADD) werden weitere Effektormoleküle (z.B. Procaspase-8) in diesen 
todesinduzierenden Komplex (DISC-Komplex) eingebunden und aktiviert, was zur Auslösung 
der Caspase-Kaskade und Exekution der Apoptose führt. Die Caspase-8 und -3 vermittelte 
Spaltung von Bid aktiviert im Folgenden den intrinsischen Apoptoseweg (modifiziert nach 
[67]).  
 
Ein zweiter Signalweg der Apoptose ist der intrinsische Weg, der durch die Mitglieder 
der Bcl-2-Genfamilie kontrolliert wird (Abb. 8). Sie spielen eine Schlüsselrolle in der 
durch die Mitochondrien regulierten Apoptose [68]. Die Bcl-2-Familienmitglieder lie-
gen, abhängig vom Vorhandensein einer Transmembrandomäne und dem Aktivie-
rungszustand des Proteins, als zytosolische oder membranassoziierte Proteine vor 
[69]. Mehr als zwei Dutzend Proteine, die zu dieser Genfamilie gehören, wurden be-
reits identifiziert [70, 71]. Auf der Basis von Funktion und Sequenzähnlichkeit werden 
die Bcl-2-Proteine in drei Subfamilien unterteilt [69].  
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Abbildung 8: Darstellung des intrinsischen Apoptoseweges.  
Der intrinsische Apoptoseweg kann über die Stabilisierung des Proteins p53 ausgelöst wer-
den, z.B. nach Aktivierung von nukleären Stressreaktionen. Die Freisetzung von Cytochrom c 
aus den Mitochondrien wird durch die anti-apoptotischen (z.B. Bcl-2) und pro-apoptotischen 
(Multidomänen-Bcl-2-Homologe Bax und Bak, sowie BH3-only Proteine) Bcl-2-
Familienmitglieder reguliert. Nach seiner Freisetzung bindet das nun zytosolische Cytochrom 
c an das Adapterprotein APAF-1 (Apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1), was in der 
Bildung des APAF-1-Caspase-9-Apoptosom-Komplexes resultiert. Die Initiator-Caspase-9 
wird in diesem Komplex aktiviert und aktiviert wiederum durch proteolytische Spaltung die 
Effektor-Caspase-3 (sowie -6 und -7 (nicht gezeigt)), was zur Exekution der Apoptose führt 
(modifiziert nach [67]). 
 
Die erste Gruppe wird hauptsächlich durch die Vertreter Bcl-2 und Bcl-xL repräsen-
tiert. Diese anti-apoptotisch wirkenden Familienmitglieder enthalten die vier α-
helikalen Bcl-2 Homologie-Domänen 1 bis 4, durch die die Interaktion mit den ande-
ren Subfamilien der Bcl-2-Proteinfamilie vermittelt wird [69]. Die pro-apoptotischen 
Vertreter dieser Genfamilie werden in die Multidomänen-Bax-homologen-Proteine, 
wie Bax, Bak und Bok, sowie weiteren Multidomänen-Proteine und die Familie der 
BH3-only Proteine unterteilt, wobei die Bax-homologen Proteine die Domänen BH1, 
BH2, BH3 und eine Transmembrandomäne besitzen, während die BH3-only Proteine 
nur über die zelltodfördernde BH3-Domäne und zum Teil über eine Transmembran-
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domäne verfügen. Die anderen Multidomänen-Proteine enthalten zwei oder mehrere 
der BH-Domänen, sowie teilweise eine Transmembrandomäne [69, 72] (Abb. 9). 
Durch spezifische Interaktionen zwischen den zelltodfördernden und zelltodhem-
menden Vertretern dieser Familie wird das Zusammenspiel reguliert (vgl. Kapitel 
1.3.3) [73].  
Durch Überexpression von Bcl-2 oder dessen anti-apoptotischen Homologen wird 
der Zelltod durch Apoptose gehemmt und die nachgeschaltete Aktivierung von Effek-
tormechanismen der Apoptose blockiert, was die Tumorentstehung begünstigt [57, 
58, 74]. Auch der Verlust von Bax [75] oder die Inaktivierung von BH3-only Proteinen 
ist an der malignen Transformation von Tumorzellen beteiligt [76, 77]. Die Inhibition 
dieses Signalweges ist vielversprechend für einen therapeutischen Ansatz. 
 
 
Abbildung 9: Schematische Darstellung der Bcl-2-Familienmitglieder nach strukturel-
ler und funktioneller Klassifizierung in Säugern.  
Blau: anti-apoptotische Familienmitglieder, grün: pro-apoptotische Familienmitglieder. α: α-
Helix, TM: Transmembrandomäne, BH1-BH4: Bcl-2 Homologie-Domänen 1-4. A: Bcl-2-
Subfamilie, B: Bax Subfamilie, C: BH3-only Subfamilie, D: Multidomänen-Proteine. (modifi-
ziert nach [78]). 
 
15 
                                                                                                                        Einleitung
1.3.3 Die Bcl-2-Proteinfamilie 
Die Unterteilung der Bcl-2-Familie in die anti- und pro-apoptotischen Proteine wurde 
bereits in Kapitel 1.3.2 (Apoptose oder der „programmierte Zelltod“) beschrieben. Im 
Folgenden soll das Zusammenspiel innerhalb dieser großen Proteinfamilie näher be-
schrieben werden. Auch wenn den verschiedenen Vertretern alternative Funktionen 
in gesunden Zellen zugeschrieben werden, so können sie doch alle dem mito-
chondrialen Apoptose-Signalweg zugeordnet werden [79].  
Die genaue Interaktion zwischen den Proteinen der Bcl-2-Familie ist noch nicht ab-
schließend geklärt. Es werden verschiedene Modelle beschrieben. Die bekanntesten 
Modelle sind das Aktivator-Modell [80], das Letai-Modell [81] und das Inhibitor-Modell 
[82]. Bei dem so genannten Aktivator-Modell werden die pro-apoptotischen Proteine 
Bax und Bak direkt durch eine Gruppe der BH3-only Proteine (tBid, Bim und Puma, 
„Aktivatoren“) aktiviert (Abb. 10), was zur Apoptoseinduktion führt. Die Kontrolle die-
ser BH3-only Proteine unterliegt den anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-
Proteinfamilie (Bcl-2, Bcl-xL und Mcl-1) (Abb. 10). 
 
Abbildung 10: Aktivator-Modell zur Regulation der Bcl-2-Proteinfamilie.  
Die BH3-only Proteine („Aktivatoren“) aktivieren direkt die pro-apoptotischen Proteine Bax 
und Bak, wodurch Apoptose ausgelöst wird. Die Kontrolle dieser BH3-only Proteine unterliegt 
den anti-apoptotische Bcl-2-Familienmitgliedern (Bcl-2, Bcl-xL und Mcl-1)[80]. 
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Ein zweites Modell, das so genannte Letai-Modell, ist eine Erweiterung des Aktivator-
Modells. Es wird eine direkte Aktivierung der pro-apoptotischen Proteine Bax und 
Bak durch tBid, Bim und Puma beschrieben. Wie bei dem Aktivator-Modell stehen 
hierbei diese aktivierenden BH3-only Proteine unter der Kontrolle von Bcl-2, Bcl-xL 
und Mcl-1. Diese Kontrolle kann durch die Gruppe der „Inhibitoren“, die zu den BH3-
only Proteinen gehören, aufgehoben werden, da diese durch die Bindung an die anti-
apoptotischen Bcl-2-Familienmitglieder eine Freisetzung der „Aktivatoren“ (tBid, Bim 
und Puma) herbeiführen (Abb. 11).  
 
 
Abbildung 11: Letai-Modell zur Regulation der Bcl-2-Proteinfamilie. 
Die selektive Bindung der BH3-only Proteine (Bad, Nbk, Bmf und Noxa; „Inhibitoren“) an die 
anti-apoptotischen Proteine Bcl-2, Bcl-xL, und Mcl-1 führt zur Freisetzung der „Aktivatoren“ 
(tBid, Bim und Puma). Diese BH3-only Proteine aktivieren die pro-apoptotischen Proteine 
Bax und Bak, wodurch Apoptose induziert wird [81]. 
 
Im Gegensatz zum Letai-Modell geht das Inhibitor-Modell davon aus, dass die BH3-
only Proteine (Bad, Blk, Bmf, tBid, Bim, Puma und Noxa) die anti-apoptotischen Pro-
teine Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w und Mcl-1 sequestrieren können. Dadurch wird der hem-
mende Einfluß auf die pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak aufgehoben, wo-
durch es zur Induktion von Apoptose kommt (Abb. 12). 
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Abbildung 12: Inhibitor-Modell zur Regulation der Bcl-2-Proteinfamilie.  
Die BH3-only Proteine (Inhibitoren) hemmen die anti-apoptotische Proteine Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-
w und Mcl-1. Dadurch werden die sequestrierten pro-apoptotischen Proteine frei und die A-
poptoseinduktion folgt [82]. 
 
Eine direkte Aktivierung der pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak durch die BH3-
only Proteine wird bei dem Inhibitor-Modell nicht beschrieben. Hierbei wird von einer 
Auto-Aktivierung der ansonsten streng kontrollierten Proteine Bax und Bak ausge-
gangen.  
Nach der Aktivierung findet in der Mitochondrienmembran eine Oligomerisierung von 
Bax und/oder Bak statt [83]. Daraufhin öffnen sich Kanäle und setzen Cytochrom c 
aus dem Raum zwischen innerer und äußerer Mitochondrienmembran frei [84]. Die-
ses zytosolische Cytochrom c, ATP und das zytosolische APAF-1 Adapterprotein bil-
den gemeinsam mit der Procaspase-9 das Apoptosom [85]. Mindestens zwei Pro-
caspase-9 Zymogene werden in engen räumlichen Kontakt gebracht und 
autokatalytisch aktiviert [86]. Die Procaspase-9 gehört zur Familie der Caspasen, die 
als Zymogene (inaktive Vorstufen des aktiven Enzyms) synthetisiert werden, in ihrem 
aktiven Zentrum ein Cystein tragen und in einem Substratprotein vor einem Aspartat 
spalten. Der Name Caspase leitet sich daher aus Cysteinylaspartase ab [87]. Die 
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Caspase-Kaskade wird durch die Initiator-Caspasen-2, -8/10 und -9 eingeleitet, in 
deren Ablauf die Initiator-Caspasen durch Proteolyse die Effektor-Caspasen-3, -6 
und -7 aktivieren und dadurch die Exekution des Zelltods einleiten [86]. 
Die Entwicklung von gezielten Bcl-2/Bcl-xL-Inhibitoren als Krebstherapeutika ist viel-
versprechend, da diese Proteine häufig in Tumoren hochreguliert sind [88].  
 
1.4 AUSWAHL DER LEITSTRUKTUREN 
1.4.1 CSN-Inhibitoren 
Das humane COP9 Signalosom (CSN) ist ein konservierter Proteinkomplex, der am 
Schnittpunkt zwischen Signalübertragung und Ubiquitin (Ub)- abhängiger Proteolyse 
fungiert [89]. Durch Phosphorylierungen des Tumorsuppressors p53 und des 
Transkriptionsfaktors c-Jun (Kapitel 1.3.1.2) beeinflusst das CSN u.a. die p53-
abhängige Apoptose in Kolonkarzinomzellen [90]. Neue Signalosom-Inhibitoren soll-
ten daher die Phosophorylierungsaktivität des CSN hemmen. Die Kinaseaktivität wird 
durch die antiinflammatorischen und –karzinogenen Wirkstoffe Curcumin [91] und 
Emodin [39] gehemmt (Abb. 13).  
 
Abbildung 13: Modell der Wirkung von Curcumin und Emodin auf den proteolytischen 
Abbau von p53 und c-Jun.  
Die Phoshorylierung von p53 und c-Jun wird durch Curcumin und Emodin gehemmt, was 
den Abbau von p53 durch das 26S Proteasom verhindert und den Abbau von c-Jun fördert. 
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Diese bereits bekannten Inhibitoren wurden daher in der vorhandenen Arbeit als Leit-
strukturen für das in silico Screening verwendet (Abb. 14). 
 
 
Abbildung 14: 3D-Darstellung der verwendeten Leitstrukturen Curcumin und Emodin. 
 
 
1.4.2 Apoptoseinduktion durch den Naturstoff Betulinsäure 
Der Naturstoff Betulinsäure (BA), der in der Rinde der Birke vorkommt, ist ein penta-
zyklisches Triterpen (Abb. 15). Dieser Kleinstruktur wird eine Vielzahl von biologi-
schen Aktivitäten zugeordnet. Neben der anti-viralen Wirkung bei der Replikation von 
HIV-1 [92], konnten ebenfalls anti-inflammatorische [93] und anti-bakterielle [94] Akti-
vitäten nachgewiesen werden. Seit den 70er Jahren wird die BA als mögliches Anti-
krebsmittel [95] beschrieben, aber der Wirkmechanismus konnte noch nicht gelöst 
werden [96].  
 
Abbildung 15: 3D-Struktur der Betulinsäure. 
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Die durch BA-induzierte Apoptose in sensitiven Zellen wurde als p53- und CD95-
unabhängig und durch Bcl-2 hemmbar beschrieben [97]. Die Beeinflussung des mi-
tochondrialen Signalweges durch die Betulinsäure soll mittels experimenteller Me-
thoden in der vorliegenden Arbeit untersucht werden. Da die BA effektiv Apoptose in 
Krebszellen induziert wird sie in dieser Arbeit als Leitstruktur für ein in silico Scree-
ning verwendet. 
 
1.4.3 Bcl-2-Inhibitoren und Photoschalter 
1.4.3.1 Niedermolekulare Bcl-2-Antagonisten 
Die Entwicklung von niedermolekularen Substanzen, die gezielt Bcl-2 und/oder Bcl-xL 
inhibieren sollen, ist in den letzten Jahren mehr und mehr in den Fokus der Thera-
peutika-Entwicklung gerückt [88, 98, 99, 100, 101, 102]. Wang et al. haben durch 
Docking-Experimente den Bcl-2 Inhibitor HA 14-1 identifiziert, dessen Bindung an 
Bcl-2 durch einen Fluoreszenz-Polarisations-Assay (FPA) nachgewiesen wurde 
[100]. Die Kombination von NMR basierten Bindungsstudien und FPAs führte zum 
Auffinden des Naturstoffs Gossypol, der die Bindung der BH3-Domänen an Bcl-xL 
unterbindet. Der Bcl-2 Inhibitor ABT-737 wurde von Oltersdorf et al. mittels der „SAR 
by NMR“-Methode entwickelt, bei der zwei vermeintlich schwache Inhibitoren, die an 
benachbarte Bindungsstellen binden, miteinander verbunden werden, wodurch ein 
ein selektiver Inhibitor entsteht [88]. Durch die direkte Testung von > 16 000 Sub-
stanzen in einem FPA wurden die in der Literatur beschriebenen Inhibitoren BH3I-1 
und BH3I-2 [101] gefunden. Diese stehen in dieser Arbeit als Leitstrukturen für ein in 
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Abbildung 16: 3D-Strukturen der Bcl-2-Inhibitoren.  
Die bereits bekannten Bcl-2-Inhibitoren BH3I-1 und BH3I-2 wurden als Leitstrukturen für ein 
in silico Screening verwendet. 
 
1.4.3.2 Gezielte Apoptoseinduktion durch Photoschalter 
Eine der schnellsten Reaktionen in der Natur ist die lichtinduzierte Isomerisierung 
eines Chromophors [103]. Rhodopsine, die an der Umwandlung von Licht in chemi-
sche Energie beteiligt sind, enthalten das Chromophor Retinal. Die Aktivierung des 
Rhodopsins wird durch die lichtinduzierte Isomerisierung des Retinals an einer spezi-
fischen Doppelbindung ausgelöst [104]. Moleküle, die durch Bestrahlung ihre Kon-
formation ändern können, finden bei vielfältigen Funktionen Anwendung, wie z.B. 
Ionentransport [105] und Proteinfaltung [106]. Die biologische Aktivität dieser Sub-
stanzen wird mittels Lichteinstrahlung bei bestimmter Wellenlänge verändert [107]. 
Die Klasse der Hemithioindigo-Moleküle (Abb. 17) wird, aufgrund der Stabilität ihrer 
durch Bestrahlung hervorgerufenen Konformation, besonders häufig verwendet. 
Nach durchgeführter Bestrahlung liegt der Anteil des jeweiligen Konformers (cis oder 
trans) bei > 80 %. Nach einer bestimmten Halbwertszeit, die u.a. von der Temperatur 
und dem Lösungsmittel abhängig ist, findet ein reversibler, spontaner Übergang der 
Konformere bis zum einem photo-stationary state (pss) statt [108, 109].  
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Abbildung 17: 3D-Darstellung des Photoschalters Hemithioindigo. 
Die cis-Konformation des Hemithioindigo Photoschalters kann durch Bestrahlung mit einer 
definierten Wellenlänge (406 nm) in die trans-Konformation umgewandelt werden. Zur Um-
wandlung von trans nach cis ist eine Bestrahlung mit der Wellenlänge 480 nm notwendig. 
 
Der Einbau dieses Moleküls soll an ein α-helikales Peptid (BH3-Helix) aus dem pro-
apoptotischen Protein Bid erfolgen, wobei sich Peptidbindungen zwischen den Car-
boxyl- bzw. Aminogruppen des Photoschalters und der Aminosäuren des α-helikalen 
Peptides bilden. Durch die Konformationsänderung des Photoschalters nach erfolg-
ter Bestrahlung wird auch das Peptid einer Konformationsänderung unterzogen und 
eine Destabilisierung sowie eine funktionelle Inaktivierung des pro-apoptotisch wir-
kenden Peptides herbeigeführt. Die Reversibilität dieses Prozesses macht diese Me-






                                                                                                     Zielsetzung der Arbeit
2 ZIELSETZUNG DER ARBEIT 
Die Entwicklung effektiverer Wirkstoffe gegen Krebs ist von großer Bedeutung. Durch 
den Einsatz von neuen, computergestützten Methoden, können die Zeit und Kosten 
für die Identifizierung potentieller Medikamente verringert werden.  
In der vorliegenden Arbeit sollten anhand verschiedener Modellprojekte durch in sili-
co Screenings neue, apoptoseinduzierende Substanzen identifiziert werden. Mittels 
verschiedener Eigenschaftsfilter sollte eine Beurteilung der Ergebnisse durchgeführt 
werden und eine Verbesserung der Erfolgsquoten durch das Einführen eines neuen 
Bewertungskriteriums erzielt werden. Durch Docking-Experimente mit den gefunde-
nen Treffern sollten Bindungsaffinitäten und Bindungsenergien berechnet werden. 
Diese theoretisch erlangten Ergebnisse sollten experimentell in Zelllinienmodellen in 
vitro verifiziert werden. Eine weiterführende Untersuchung im Rahmen des Betulin-
säure-Analoga Projektes sollte Aufschluss über den Wirkmechanismus und Zielstruk-
turen geben. 
Die folgenden Modellprojekte wurden bearbeitet: 
1. Entwicklung von Inhibitoren, die die Kinaseaktivität des Signalosoms hemmen 
und somit einen Anstieg des intrazellulären p53-Spiegels hervorrufen und den 
Abbau von c-Jun auslösen. Curcumin und Emodin dienten als Leitstrukturen. 
2. Untersuchung des Wirkmechanismus von Betulinsäure und Identifizierung von 
Betulinsäure-Analoga. 
3. Identifizierung von Bcl-2-Inhibitoren mittels der Leitstrukturen BH3I-1 und 
BH3I-2. Weiterhin sollte eine gezielte Apoptoseinduktion durch eine lichtindu-
zierte Aktivierung eines pro-apoptotischen Bax-aktivierenden Peptides aus 
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3 MATERIAL UND METHODEN 
3.1 IN SILICO SCREENING 
Früher wurde bei der computergestützten Medikamentenentwicklung der Fokus auf 
die Substruktursuche in großen chemischen Datenbanken gelegt [110]. Diese wurde 
schließlich in den späten 80er Jahren durch die Ähnlichkeitssuche ergänzt [111, 112]. 
Es wurden nun nicht mehr nur Moleküle gesucht, die die angegebene Substruktur 
enthielten (2D), sondern auch die ähnlichsten Moleküle zu einer Referenzstruktur 
(Leitstruktur), indem strukturelle/räumliche Ähnlichkeiten (3D) berücksichtig wurden 
[113, 114]. 
In der vorliegenden Arbeit wurde eine Kombination aus 2D- und 3D-Suchen ange-
wandt. Die Suchen wurden in der institutsinternen Datenbank durchgeführt, die mehr 
als vier Millionen Moleküle und mehr als 100 Millionen Konformere zu den Molekülen 
enthält (genaue Angaben zu Herstellern und Anzahl der Moleküle sind im Anhang 
angegeben (Tab. 21)). Weiterhin wurden Eigenschaftsfilter, die eine zusätzliche Be-
wertung der Moleküle zulassen, angewendet. Im Folgenden werden die angewende-
ten 2D- und 3D- Suchmethoden, sowie die Eigenschaftsfilter, näher erläutert. 
 
3.1.1 2D-Suchen 
Als Ausgangspunkt für die zweidimensionale (2D)-Suche dienen die Strukturformeln 
von kleinen Molekülen. Die topologische oder zweidimensionale Ähnlichkeit zwi-
schen zwei Molekülen wird über einen molekularen Fingerprint und die Berechnung 
von einer Ähnlichkeitsmetrik bestimmt. Ein Fingerprint ist eine abstrakte Darstellung 
der strukturellen und chemischen Eigenschaften eines Moleküls. Die Grundstruktur 
eines molekularen Fingerprints, der sogenannte structural key, ist ein binärer Bit-
String in dem die Eigenschaften des Moleküls gespeichert sind [115]. Jedes Bit in 
dem molekularen Fingerprint kodiert für eine bestimmte funktionelle Gruppe. Dieses 
Bit wird auf 1 gesetzt, wenn die funktionelle Gruppe in dem Molekül vorhanden ist, 
andernfalls bekommt es den Wert 0. In der Datenbank wurden die MACCS-Schlüssel 
der Firma MDL [116] verwendet, deren Bitlänge bei 960 Bits liegt. So genannte mole-
kulare Hologramme geben die Anzahl und nicht nur die An- oder Abwesenheit der 
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funktionellen Gruppen an [117]. Bereits im Voraus berechnete Fingerprints für alle 
Moleküle in der Datenbank ermöglichen eine schnelle Ähnlichkeitssuche. Die hier 
verwendete Metrik ist der Tanimoto-Koeffizient (TK) (Abb. 18), der ein Maß für die 
Ähnlichkeit zwischen zwei Molekülen auf der Basis ihrer Fingerprints liefert. Die fol-
gende Formel wird zur Berechnung des TK angewendet:  
TK = bitsAB / (bitsA + bitsB –bitsAB) 
Abbildung 18: Berechnungsformel des Tanimoto-Koeffizienten (TK).  
bitsAB: Bits, die im Fingerprint von Molekül A und Molekül B auf 1 gesetzt sind; bitsA: Bits, 
die nur im Molekül A auf 1 gesetzt sind; bitsB: Bits, die nur im Molekül B auf 1 gesetzt sind. 
 
Der Wert des berechneten TK variiert zwischen 0 und 1, wobei der Wert bei gleichen 
Molekülen bei 1 und der Wert bei äußerst unterschiedlichen Molekülen bei 0 liegt. 
Moleküle, die einen Tanimoto-Koeffizienten von ≥ 0,85 haben, wird eine ähnliche bio-
logische Aktivität zugeschrieben [12]. 
 
3.1.2 3D-Suche 
Als ein weiteres Kriterium zum Auffinden von biologisch aktiven Substanzen, wurde 
eine dreidimensionale (3D-) Suche, welche auf räumlicher Ähnlichkeit basiert, durch-
geführt. Bei der Durchführung der Datenbanksuche wurden alle Moleküle der Daten-
bank räumlich mit der Leitstruktur überlagert. Um Moleküle, die eine räumliche Ähn-
lichkeit zur Leitstruktur besitzen, auszuwählen, wurden die am besten überlagerten 
Substanzen anhand eines berechneten 3D-Zählers extrahiert. Der Wert wurde mit 
Hilfe der folgenden Formel berechnet [15]: 
3D-Zähler = % überlagerte Atome * e-rmsd 
 
Einen Grenzert für den 3D-Zähler, ab dem eine Substanz als positiver Treffer ange-
sehen wird, kann nicht angegeben werden, da viele Faktoren, wie z.B. die Größe des 
Moleküls, berücksichtigt und für jedes Projekt neu beurteilt werden müssen. Für die 
Bewertung der Überlagerung werden für jedes Molekül energetisch günstige Kon-
formere, die die Flexibilität der Moleküle repräsentieren und auf drehbare Bindungen 
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zurückzuführen sind, berechnet [118]. Überlagerungen aller Konformere von zwei 
Molekülen ergeben eine räumliche Ähnlichkeit, die durch das am besten überlagerte 
Paar von Konformeren dargestellt wird. Ein Algorithmus realisiert die Überlagerun-
gen, indem die räumlichen Ausmaße der Moleküle auf folgende Weise berechnet 
werden: 
Als Erstes wird die längste Ausdehnung eines Moleküls im Raum berechnet und eine 
Gerade mit minimalen quadratischen Abständen (rmsd) zu allen Atomen kalkuliert 
(Abb. 19 A). Anschließend wird eine Normale zur Ebene bestimmt, die ebenfalls ei-
nen minimalen quadratischen Abstand zu allen Atomen besitzt (Abb. 19 B). Im dritten 
Schritt wird die Senkrechte zu den anderen berechneten Geraden bestimmt. Der 
Schnittpunkt der drei geraden Linien beschreibt den Schwerpunkt des Moleküls (Abb. 
19 C). Die Überlagerung von zwei Molekülen wird durch das Anpassen der vorbe-
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Abbildung 19: Darstellung der verschiedenen Schritte des 3D-
Überlagerungsalgorithmus.  
A Bestimmung einer Geraden, die die längste räumliche Ausdehnung darstellt und den mi-
nimalen quadratischen Abstand zu allen Atomen besitzt (rot). B Bestimmung der Normalen 
zur Ebene mit einem minimalen quadratischen Abstand zu allen Atomen (blau). C Bestim-
mung der Senkrechten zu den berechneten Geraden (grün). 
 
3.1.3 Eigenschaftsfilter 
Die Ergebnisse des erfolgten in silico Screenings werden anhand physiko-
chemischer Eigenschaften gefiltert und ausgewertet. Während des Prozesses der 
Medikamentenentwicklung sind Eigenschaften wie Absorptionsvermögen und Verhal-
ten im Stoffwechsel essentiell, um ein Molekül als Medikamenten-Kandidat zu cha-
rakterisieren. Beispielsweise kann gesagt werden, dass die Fähigkeit eines sehr po-
laren Moleküls zur Diffusion durch Membrane sehr schwach ist [119]. Als eine 
Richtlinie zur Bestimmung der Bioverfügbarkeit von Kleinstrukturen, entwickelten Li-
pinski et al. [120] die so genannte `Rule-of-Five`, welche die Bewertung von vier 
physikochemischen Eigenschaften beinhaltet. Ein Molekül wird bezüglich seiner Fä-
higkeit zur Absorption oder Permeation als schwach eingestuft, wenn mehr als eine 
der folgenden Beschränkungen nicht eingehalten werden:  
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logP       ≤ 5 
Molekulargewicht    ≤ 500 g/mol 
Anzahl der Wasserstoff-Donoren ≤ 5 
Anzahl der Wasserstoff-Akzeptoren ≤ 10 
 
Studien haben gezeigt, dass die `Rule-of-Five` ein notwendiges, aber kein ausrei-
chendes Kriterium zur Bewertung eines Moleküls ist [121]. Sie sollte daher als quali-
tativer und nicht quantitativer Eigenschaftsfilter verwendet werden [122]. 
Einer der informativsten physikochemischen Parameter ist hierbei der logP-Wert, der 
die Membrangängigkeit (Lipophilie) einer Substanz beschreibt. Als Modell für den 
Transport eines Wirkstoffs durch eine Membran, wurde von Hansch et al. die Vertei-
lung der Verbindung zwischen 1-Octanol (ahmt die Lipidmembran nach) und Wasser 
vorgeschlagen [123, 124]. Den Verteilungskoeffizient P zwischen 1-Octanol und 
Wasser betrachtete er als geeignetes Maß für die Lipophilie eines Wirkstoffs. Die fol-
gende Formel wurde zur Berechnung herangezogen: 
[ ]












α : Dissoziationsgrad der Verbindung in Wasser. 
 
Eine Verbindung mit negativem logP ist demnach in Wasser besser löslich als in 1-
Octanol und sie verliert im Extremfall ihre Fähigkeit, Lipidmembranen zu durchque-
ren. Bei höherer Löslichkeit in der organischen Phase (1-Octanol) ist der logP positiv. 
Wird der logP eines Moleküls zu groß, verliert sie dementsprechend ihre Löslichkeit 
in Wasser.  
Die Bestimmung der `Rule-of-Five` wurde mit Hilfe des Excel Zusatzmoduls „Accord 




                                                                                                   Material und Methoden
3.1.4 Docking 
Um die Bindungsaffinität der gefundenen Substanzen zu überprüfen, wurde das Do-
cking-Programm GOLD verwendet, welches aus zwei Hauptteilen besteht: 
(1) Scoring Funktionen unter Berücksichtigung von z.B. Wasserstoffbrückenbin-
dungen, van der Waals-Kräfte und Torsionsenergien. 




GOLD bietet zwei verschiedene Scoring Funktionen an [125, 126]: 
a) Die GOLDScore Fitnessfunktion wurde für die Vorhersage von Ligand-
Bindungs-Positionen optimiert und berücksichtigt Faktoren, die durch die Ter-
me der folgenden Berechnungsformel geprägt sind [127]: 
   contorsvdwextvdwexthb SSSSSGOLDScore ++++= int___  
Shb_ext: Zähler für die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen Protein und Ligand.   
Svdw_ext: Zähler für die van der Waals-Kräfte zwischen Protein und Ligand.                  
Svdw_int: Zähler für intramolekulare van der Waals-Kräfte innerhalb des Liganden.             
Stors:  Zähler für die Torsionsenergie innerhalb des Liganden.                                        
Scon:   constraint scoring contribution, Beitrag für die Erfüllung von Bedingungen,   
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b) Die ChemScore-Fitnessfunktion schätzt die Änderung der freien Energie ab, 
die bei der Bindung des Liganden an das Protein entsteht [127]. Der Original 
ChemScore wird nach folgender Formel berechnet: 
rotrotlipolipometalmetalhbondhbondbinding HGSGSGSGGG ×∆+×∆+×∆+×∆+∆=∆ 0  
∆G0:  freie Standardenthalpie, hier -5.48 kJ/mol. 
∆Ghbond: Regressionskoeffizient für Wasserstoffbrückenbindungen, hier                      
  -3.34 kJ/mol. 
Shbond: Zähler für Wasserstoffbrückenbindungen, die durch das Docking zweier    
  Reaktionspartner entstehen. 
∆Gmetal: Regressionskoeffizient für Akzeptor-Metall-Interaktionen, hier -3.34 kJ/mol. 
Smetal:  Zähler für die Interaktion zwischen Metall-Atom und Akzeptor; ist rein ab-  
  standsabhängig. 
∆Glipo:  Regressionskoeffizient für lipophile Wechselwirkungen, hier -0.117 kJ/mol. 
Slipo:  Dieser Zähler wird genauso wie Smetal berechnet, jedoch erlaubt dieser ei-  
  ne größere Reichweite zwischen zwei Atomen. 
∆Grot:  Regressionskoeffizient für die Abnahme der konformellen Entropie des   
  Liganden durch die Bindung an das Protein, hier 2.56 kJ/mol. 
Hrot:  Zähler für die Abschätzung des Verlusts an Entropie, wenn einfache, azyk-  
  lische Bindungen ihre freie Drehbarkeit durch intermolekulare Bindungen   
  verlieren. 
 
Für das Docking-Programm GOLD wurde die ChemScore-Funktion um drei Terme 
erweitert und baut sich demnach folgendermaßen auf: 
conclashbinding EEEGChemScoreGOLD +++∆= int  
Eclash:  Straf-Zähler; der Clash-Term wird über alle Nicht-Wasserstoff Atompaare   
  zwischen Protein und Ligand summiert, welche einen festen Abstand rclash   
  (meist 1.6 Å) unterschreiten (strukturelle Zusammenstöße). 
Eint:  Straf-Zähler; intramolekulare Energie des Liganden, welche durch Torsi  
  onsspannung und interne Clashes entsteht. Die internen Clashes werden   
  analog zum Eclash berechnet, jedoch nur auf die Liganden-Atome bezogen.   
  Der Torsionsterm wird aus der Summe der Energie aller drehbaren Bin-  
  dungen berechnet. 
Econ:  constraint scoring contribution, Beitrag für die Erfüllung von Bedingungen,   
  die der Benutzer angibt und frei wählen kann. Entspricht Scon der GOLDScore  
  Fitnessfunktion. 
 
Für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Docking-Läufe wurden die GOLD-
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Zu (2) 
GOLD positioniert den Liganden in die Proteinbindungsstelle über so genannte fitting 
points. Das Programm fügt diese fitting points und Wasserstoffbrücken ausbildende 
Gruppen in Ligand und Protein und bildet H-Brücken-Akzeptor-Punkte aus dem Li-
ganden auf H-Brücken-Donor-Punkte aus dem Protein ab und umgekehrt. Zusätzlich 
generiert GOLD „hydrophobe fitting points“ in der Proteinbindungsstelle, auf die   
Kohlenwasserstoffgruppen des Liganden abgebildet werden. 
Der in GOLD zu Grunde liegende Suchalgorithmus gehört zur Familie der geneti-
schen Algorithmen, welche von der Populationsgenetik inspiriert wurden. Diese sind 
Optimierungsalgorithmen, die in einer großen Anzahl von möglichen Lösungen nach 
der Besten suchen, welche durch eine Fitnessfunktion bestimmt werden. Die Lösun-
gen werden als “Chromosomen“ codiert und untereinander rekombiniert. Daraus re-
sultierende Lösungen werden dann entsprechend der Fitnessfunktion evaluiert, gefil-
tert und an die nächste Generation von Lösungen weitergegeben. Diese 
Rekombination läuft so lange ab, bis eine optimale Lösung gefunden wurde [128]. 
Der genetische Algorithmus in GOLD optimiert folgende Parameter: Dieder-Winkel 
drehbarer Bindungen und die Ring-Geometrie von Ring-Verbindungen in Liganden 
(somit ist die Konformation des Liganden flexibel), Torsionswinkel der Hydroxylgrup-
pen von Serin, Threonin und Tyrosin sowie der Aminogruppe von Lysin in der Prote-
inbindungsstelle (partielle Flexibilität des Proteins) und die Abbildung der fitting points 
aufeinander (die Position des Liganden in der Proteinbindungsstelle). Zu Beginn des 
Dockings werden diese Parameter zufällig gewählt. GOLD erlaubt dem Benutzer wei-
tere Parameter, wie z.B. die Populationsgröße (die Anzahl der zu verwendenden 
“Chromosome“), den Selektionsdruck oder die Anzahl der Rekombinationsereignisse 
frei zu wählen. 
Folgende Parameter wurden für die vorliegende Arbeit verändert: 
Die Anzahl der Konformere für jeden Liganden, die bei einem Docking-Lauf in die 
Proteinbindungsstelle gedockt werden sollen, wurde auf 50 gesetzt. Der genetische 
Algorithmus wird während eines Durchlaufs optimiert. Die Anzahl der Optimierungs-
schritte wurde auf 1 000 000 gesetzt. 
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3.1.5 Toxikologische Untersuchungen 
Zur Untersuchung der toxikologischen Eigenschaften einer Substanz bietet die Firma 
Accelrys das Programm TOPKAT® an. Mit Hilfe verschiedener Modelle wird eine 
Substanz auf ihre Toxizität, Mutagenität und Karzinogenität untersucht. Unter der 
Annahme, dass ausgehend von der Molekularstruktur der Substanzen Abschätzun-
gen verschiedener toxischer Effekte berechnet werden können, benutzt TOPKAT® 
sogenannte QSTR (Quantitative Structure Toxicity Relationship)-Modelle. Für diese 
Modelle wurden öffentlich zugängliche Daten bezüglich der Toxizität von Substanzen 
ausgewertet, die jeweils unter vergleichbaren Bedingungen gewonnen wurden [129]. 
Vier statistisch signifikante QSTR-Modelle und die entsprechenden Daten beinhaltet 
das NTP (National Toxicology Program) Rodent Carcinogenicity Modul aus 
TOPKAT®. Jedes QSTR-Modell bezieht sich auf eine Spezies/Geschlecht (männliche 
Ratte, weibliche Ratte, männliche Maus, weibliche Maus). Eine berechnete Wahr-
scheinlichkeit von unter 0,3 indiziert, dass diese Substanz nicht kanzerogen ist. Bei 
Werten zwischen 0,3 und 0,7 handelt es sich um einen statistisch unbestimmten Be-
reich. Sollte der Wert jedoch über 0,7 liegen, so wird ein krebserregendes Potential 
für diese Substanz, unter der Annahme des vorliegenden Modells (z.B. männliche 
Ratte), angenommen. Die orale, akute mittlere Dosis bei Ratten wird in TOPKAT® 
mittels des Rat Oral LD50 Moduls abgeschätzt. Die Daten wurden von LD50-Werten 
von über 4 000 Chemikalien zusammengefasst. Gleichzeitig wird berechnet, ob die 
übermittelte Struktur zum Optimum Prediction Space (OPS) des Modells gehört. Ist 
dies nicht der Fall, kann keine Aussage über die Toxizität der Substanz getroffen 
werden. 
 
3.1.6 NCI-Wirkprofile als neues Bewertungskriterium beim in silico 
Screening 
Die GI50-Werte von mehr als 40 000 Substanzen, die vom National Cancer Institute 
(NCI) im Rahmen einer Testreihe in 60 verschiedenen humanen Tumorzelllinien er-
hoben wurden, sind in einer Datenbank gespeichert worden. In dieser Datenbank 
können Suchen bezüglich struktureller Ähnlichkeit und einem ähnlichen Wirkprofil 
durchgeführt werden. Die Berechnung der strukturellen Ähnlichkeit von zwei Molekü-
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len basiert auf dem Tanimoto-Koeffizienten. Bei einem Tanimoto-Koeffizienten von 
≥ 0,85 kann auch auf eine ähnliche biologische Aktivität geschlossen werden. 
 
3.2 MATERIALIEN 
3.2.1 Primäre Antikörper für die Westernblot-Analyse 
 
Zielprotein Art Organismus Verdünnung Bezugsquelle 
Aktin Polyklonal Kaninchen 1:500 Sigma, München 
Caspase-3 Polyklonal Ziege 1:1000 R&D Systems, Wiesba-
den 
Caspase-8 Monoklonal Maus 1:1000 Cell Signaling Technol-
ogy Beverly, MA, USA 
Caspase-9 Polyklonal Ziege 1:1000 R&D Systems, Wiesba-
den 
Cytochrom c Klon 
7H8.2C12 
Maus 1:500 PharMingen, Heidel-
berg 
Tabelle 1: Liste der verwendeten Antikörper. 
 
3.2.2 Sekundäre Antikörper für die Westernblot-Analyse 
HRP-konjugiert anti-Maus IgG: Promega, Mannheim 
HRP-konjugiert anti-Kaninchen IgG: Promega Mannheim 
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3.2.3 Verwendete Kleinstrukturen 
Kleinstruktur Hersteller 
BTB00363, SEW04213, BTB14431, 
JFD02836, JFD03665, SEW04213 
Maybridge, Tintagel, England 
PHAR040741 Pharmeks, Moskau, Russland 
NP-009909, NP-010362, BN 10953, NP-
009993, B-0442-B-10, B-1000-B-09, 1N-
11095, 1N-27708, 1N-19281, 1N-00217, 
1N-17882, 1N-19066, 1N-21388, 1N-
23299 
Analyticon, Potsdam, Deutschland 
1S-55234, 3S-91283, 3S-12317 InterBioScreen, Moskau, Russland 
A0746-0034828, A2862-0120683 Ambinter, Paris, Frankreich 
BAS 1279930, BAS 0536121, BAS 
0289097, BH3I-2 
Asinex, Moskau, Russland 
Curcumin, Piceatannol, Ursolsäure, Be-
tulinsäure, BH3I-1, Gossypol 
Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Emodin, Resveratrol Calbiochem (Merck KGaA), Darmstadt,  
Deutschland 




Brutschrank HERAcell (Kendro Laboratory Products, 
Langenselbold, Deutschland) 
Heraeus Brutschrank (Jetzt: Kendro La-
boratory Products) 
Elektronischer Cell Counter Casy® Cell Counter (Schärfe System, 
Reutlingen, Deutschland) 
Durchflußzytometer Becton Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land 
Feinwaagen BP221S und BP610 (Sartorius, Göttin-
gen, Deutschland) 
Fluoreszenz-Mikrotiterplattenscanner FluoStar Reader + Easy-Software      
Version 7.01 (Tecan, Crailsheim, 
Deutschland),                        
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Fluoroscan II (Labsystems OY, Helsinki, 
Finnland)  
Gefrierschränke - 20°C Comfort (Liebherr, Ochsenhau-
sen, Deutschland)          
- 80°C (Liebherr und New Brunswick 
Scientific, Ultra Low Freezer U41085, 
Nürtingen, Deutschland)  
Geltrockner Phero-temp 40 (Biotec-Fischer,          
Reiskirchen, Deutschland) 
Heizblock Thermomixer comfort (Eppendorf, Ham-
burg, Deutschland) 
Kühlzentrifugen Biofuge 15R (Kendro Laboratory Pro-
ducts)                                                  
Modell J2-21 (Beckmann Coulter, Kre-
feld, Deutschland)   
Magnetrührer MR 3001K (Heidolph Instruments, 
Schwabach, Deutschland) 
Photometer Ultrospec 1000 (Amersham Biosciences, 
München, Deutschland) 
Pipetten 5 ml, 1 ml, 200 µl, 100 µl, 20 µl, 2 µl  
(Gilson International, Middleton, USA) 
SDS-PAGE System BioRad Laboratories, München, 
Deutschland 
Schüttler Unimax 2010 (Heidolph Instruments) 
Spannungsquelle Power-Supply, Power Pac 300 (BioRad 
Laboratories) 
Tischzentrifugen Biofuge fresco (Kendro Laboratory Prod-
ucts)                                                
Megafuge 1.0 R (Kendro Laboratory 
Products) 
Vortexer Reax control (Heidolph Instruments) 
Westernblot-System Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer 
Cell (BioRad Laboratories) 
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3.2.5 Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Hersteller 
Acrylküvette Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
FACS Röhrchen Greiner Bio-One GmbH, Solingen, 
Deutschland 
Nitrozellulosemembran BA 85, 0,2 µm Schleicher&Schüll, Dassel, Deutschland 
Plastikpipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (Sarstedt, Nüm-
brecht, Deutschland) 
Pipettenspitzen 10 µl, 200 µl, 1 ml, 5 ml (Sarstedt) 
Quarzküvetten Suprasil  Hellma, Müllheim, Deutschland 
Reaktionsgefäße 0.5 ml, 1.5 ml, 2 ml Eppendorf 
Röntgenfilme X-Omat UV Film und Biomax MR (Ko-
dak, Stuttgart, Deutschland) 
Whatman Filterpapier (2 mm) Schleicher&Schüll 
Zellkulturflaschen 25 cm2 (50 ml), 75 cm2 (250 ml), 182 cm2 
(650 ml) Greiner Bio-One GmbH 
Zellkulturplatten 6-well, 96-well Greiner Bio-One  GmbH 
Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien und die dazugehörigen Hersteller. 
 
3.2.6 Chemikalien 
Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien und Lösungsmittel von der 
Karl Roth GmbH & Co aus Karlsruhe oder von der AppliChem GmbH aus Darmstadt 
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Chemikalie Hersteller 
Acrylamid BioRad Laboratories 
APS (Ammoniumperoxodisulfat) Sigma 
Annexin-V-FITC PharMingen 
Caspase-Inhibitor VI (z-VAD-fmk) Calbiochem, Bad Soden. Deutschland 
Complete (Protease Inhibitor Cocktail 
Tabletten) 
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutsch-
land 
Digitonin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich 
DNAse freie RNAse A Roche Diagnostics 
FCS („Fetal calf serum”) GIBCO Life Technologies GmbH, Karls-
ruhe, Deutschland 




Molecular Probes, Leiden Niederlande 
PBS Puffer (10x) (pH 7,2) GIBCO Life Technologies GmbH 
Penicillin/Streptomycin GIBCO Life Technologies GmbH 
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) Sigma 
Ponceau-Rot Sigma 
Propidiumjodid Sigma 
RPN 800V („Full Range Rainbow recom-
binant Protein molecular marker”) 
Amersham Biosciences 
SDS (Sodiumdodecylsulfat) Serva, Heidelberg, Deutschland 
Triton X-100 Sigma 
Trypsin-EDTA (1x) GIBCO Life Technologies GmbH 






                                                                                                   Material und Methoden
3.2.7 Puffer und Lösungen 
Puffer bzw. Lösung Zusammensetzung 
10 x AB-Puffer 300 mM Tris, 100 mM KCl, 5 mM DTT 
pH 5,8 
Annexin-Bindungspuffer 10 mM N-[2-hydroxyethyl]piperazin-N'-
3 [propansulfonicacid]/NaOH, pH 7.4, 
140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2 
Blockpuffer 5 % [w/v] Magermilchpulver in PBS 
Blotpuffer  25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10 % 
Methanol pH 8,3 
Coomassie-Färbelösung 2 % [w/v] Coomassie Brilliant Blau R-
250,  45 % Methanol, 10 % Essigsäure 
Entfärberlösung 30 % Methanol, 10 % Essigsäure 
Hypertonischer Puffer 20 mM Hepes pH 7,4, 10 mM KCl, 2 mM 
MgCl2, 1 mM EDTA 
Lysepuffer I 0,303 g Tris pH 7,5, 4,6 g Saccharose, 
0,5 ml Triton X-100, 1 x Protease Inhibi-
tor Cocktail Tablette, ad 50 ml 
Lysepuffer II 50 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 % 
Triton X-100, 1 mM EDTA ergänzt mit 2 
mM ATP, 5 mM MgCl2, 10 µg/ml Aproti-
nin, 1 mM PMSF 
PBS  8 g NaCl, 1,35 g Na2HPO4, 0,2 g 
KH2PO4, in 800 ml aqua dest. lösen, auf 
pH 7,4 einstellen mit HCl, ad 1 l  
PBST PBS + 0,1 % Tween 
Ponceau-Färbelösung 0,2 % Ponceau-Rot in 5 % Trichloressig-
säure 
Resuspensionspuffer Hypertonischer Puffer und zusätzlich  
7 µl Digitonin/ml Puffer, 10 µl PMSF/ml 
Puffer 
Sammelgelpuffer 0.5 M Tris HCl pH 6.8 
SDS-Laufpuffer  25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS 
in dH20 
Trenngelpuffer 1.5 M Tris HCl pH 8.8 
Tabelle 6: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lösungen. 
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DMEM / high Glucose (4.5 g/l) Medium 
McCoy´s 5 A Medium 
GIBCO Life Technologies GmbH 




„Bicinchoninic Assay Kit”  Pierce Biotechnology, Rockford, USA 
„Enhanced Chemiluminescence“ (ECL 
western blotting detection reagent) 
Amersham Buchler, Braunschweig, 
Deutschland 
Cell Growth Determination Kit (MTT) Sigma 
Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 
Assay 
Promega, Mannheim, Deutschland 





B8 murine Fibroblasten Zelllinie aus BALB/c C4 Zellen, stabil 
transfiziert mit MCMV IE-1 Gen, Expression von pp89 [130] 
BJAB mock Burkitt-like Lymphom Zelllinie [131]; transfiziert mit einem 
leeren Expressionvektor 
BJAB Bcl-xL Burkitt-like Lymphom Zelllinie [131]; transfiziert mit einem, 
die cDNA von Bcl-xL enthaltenden, Expressionsvektor 
DU145 mock humane Prostatakarzinomzelllinie [132]; infiziert mit dem 
leeren retroviralen Vektor HyTK; dient als isogene Positiv-
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kontrolle  
DU145 Bak humane Prostatakarzinomzelllinie [132]; Bak wird durch 
Transfektion mit dem eukaryotischen Expressionsvektor 
pcDNA3, der die Bak cDNA enthält, stabil überexprimiert 
DU145 Bax humane Prostatakarzinomzelllinie [132]; durch Transduktion 
mit dem retroviralen Vektor HyTK, der humane Bax-α cDNA 
enthält, wird stabil Bax reexprimiert 
HCT116 wt humane Kolonkarzinomzelllinie [133], freundlicherweise von 
Dr. Bert Vogelstein (Johns Hopkins Cancer Center, Balti-
more, MD, USA) zur Verfügung gestellt 
HCT116 Bak k.d. humane Kolonkarzinomzelllinie [133]; stabil transfiziert mit 
shRNA gegen Bak 
HCT116 Bax k.o. humane Kolonkarzinomzelllinie [133]; isogene Bax knock-
out Zelllinie 
HCT Bax k.o. Bak 
k.d. 
humane Kolonkarzinomzelllinie [133]; isogene Zelllinie mit 
Bax k.o. und Bak k.d. 
HeLa  humane Zervixkarzinomzelllinie [134] 
Jurkat A3  humane T-Zell Leukämiezelllinie [135]; freundlicherweise 
von Dr. J. Blenis (Harvard Medical School, Boston, MA, 
USA) zur Verfügung gestellt  
Jurkat mock /     
pRC-CMV 
humane T-Zell Leukämiezelllinie [135]; transfiziert mit dem 
leeren retroviralen Vektor pRC-CMV; dienen als isogene 
Kontrolle 
Jurkat Bcl-2 humane T-Zell Leukämiezelllinie [135]; Überexpression von 
Bcl-2 durch Transduktion mit dem retroviralen Vektor pRC-
CMV, welcher humane Bcl-2 cDNA unter der Kontrolle des 
CMV Promotors enthält 
Jurkat Bcl-xL humane T-Zell Leukämiezelllinie [135]; retrovirale Infektion 
mit dem Vektor pRC-CMV, welcher humane Bcl-xL cDNA 
unter der Kontrolle des CMV Promotors enthält 
MEF WT murine embryonale Fibroblasten  
MEF Bax -/- murine embryonale Fibroblasten; isogene Bax knockout Zell-
linie 
MEF Bak -/- murine embryonale Fibroblasten; isogene Bak knockout Zell-
linie 
MEF DKO murine embryonale Fibroblasten; isogene Bax/Bak knockout 
Zelllinie 
Tabelle 9: Beschreibung der verwendeten Zelllinien. 
41 
                                                                                                   Material und Methoden
3.4 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN 
3.4.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 
Die BCA (Bicinchoninsäure)-Methode [136] zeichnet sich durch eine hohe Empfind-
lichkeit und geringe Störanfälligkeit aus. Sie beruht auf einer Komplexbildung zwi-
schen Cu2+-Ionen und Proteinen im alkalischen Milieu, die eine Reduktion der Cu2+-
Ionen zu Cu+-Ionen gestattet. Die Reduktion erfolgt durch die Seitenketten von 
Cystein, Tyrosin, Tryptophan und die Peptidbindung. Das Natriumsalz der Bicincho-
ninsäure bildet einen Komplex mit den Cu+-Ionen, wodurch ein rotes Chromophor mit 
einem Absorptionsmaximum bei 562 nm entsteht. Die Messungen werden in einer 
96-well Platte in einem ELISA-Reader durchgeführt. Als Berechnungsgrundlage dient 
ein BSA Proteinstandard im Bereich von 0,2 – 8 µg/µl. 
 
3.4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
(variiert nach Laemmli [137]) 
Bei der SDS-PAGE wurden Proteine mit dem Biorad-System, gemäß ihrem Moleku-
largewicht, unter denaturierenden Bedingungen in SDS-Gelen (Endkonzentration 
8 % bis 16 % Polyacrylamid) aufgetrennt. Folgende Lösungen wurden für zwei 
0,75 mm Gele angesetzt: 
Trenngel (x %, 10 ml): 2,5 ml Trenngelpuffer, x ml 30 % Polyacrylamid, 100 µl SDS 
(10 %), 50 µl APS (10 %), 5 µl TEMED, ad. H2O 
Sammelgel (5 %, 3 ml): 750 µl Sammelgelpuffer, 500 µl 30 % Polyacrylamid, 30 µl 
SDS (10 %), 15 µl APS (10 %), 3 µl TEMED, ad. H2O 
Proteinlösungen wurden zunächst mit SDS-Laufpuffer (Endkonzentration 1 x) ver-
setzt, zur Denaturierung 5 min aufgekocht und anschließend auf das Gel geladen. 
Als Standard wurde ein Proteingrößenmarker verwendet. Bei einer Spannung von 
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3.4.3 Coomassie-Färbung von Polyacrylamidgelen 
Nach der Elektrophorese wurden die Gele für 20 – 30 min in Coomassie-
Färbelösung gefärbt. Anschließend wurde die überschüssige Farbe aus dem Gel, 
durch mehrmaliges Waschen mit Entfärberlösung, entfernt. Die Gele wurden auf Fil-
terpapier bei 80°C für 90 min getrocknet. 
 
3.4.4 Westernblot 
Im elektrischen Feld wurden die aufgetrennten Proteine aus dem Polyacrylamidgel 
auf eine Nitrozellulosemembran überführt. Zwischen je zwei Lagen Filterpapier wur-
den das Gel und die Membran in das Westernblot-System eingespannt. Bei einer 
konstanten Stromstärke von 120 mA und einer Dauer von 1 h wurde der Westernblot 
bei Raumtemperatur durchgeführt. Nach dem Transfer wurde die Membran mit Pon-
ceau S gefärbt (siehe Kapitel 3.3.1.3) und anschließend 1 h mit Blockpuffer bei RT 
inkubiert. Die Inkubation mit dem Primärantikörper (in 5 % PBST) erfolgte über Nacht 
bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen mit PBST wurde die Membran mit Sekundäran-
tikörper (Peroxidase-gekoppelt) für 1 h bei RT inkubiert. Überschüssige Antikörperlö-
sung wurde erneut durch Waschen mit PBST (3 x 10 min) entfernt. Die Detektion er-
folgte mittels der ECL-Technik nach Herstellerangaben mit X-Omat UV-Filmen. 
 
3.4.5 Ponceau S-Färbung von Nitrozellulosemembranen 
Die Proteine (> 100 ng) auf der Nitrozellulosemembranen wurden mit Ponceau-
Färbelösung für 3 min rot angefärbt, auf gleichmäßige Beladung und Proteintransfer 
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3.4.6 Kinaseassay (in vitro) 
Für die in vitro Phosphorylierung wurde Full-length c-Jun (1 µg) mit rekombinanter 
CK2 (2α2β) (25U), rekombinanter PKD (7 ng/µl) oder aus humanen Erythrocyten 
aufgereinigtem CSN (1 µg) in 1 x AB-Puffer und 0,2 µCi [γ-32P]-ATP für 1 h bei 37 °C 
in einem Endvolumen von 20 µl inkubiert. Zusätzlich wurden zu den Ansätzen die 
Proteinkinaseinhibitoren Emodin, Resveratrol, Curcumin oder Piceatannol, sowie die 
durch das in silico Screening gefundenen potentiellen neuen Inhibitoren BTB00363, 
SEW04213, BTB14431, JFD02836 oder JFD03665 in verschiedenen Konzentratio-
nen (0, 20, 50, 100 und 200 µM) zugegeben. Durch die Zugabe von 3 µl 4 x SDS-
Ladepuffer wird die Reaktion gestoppt und die Proben anschließend für 3 min aufge-
kocht. Nach Auftrennung der Proben in der SDS-PAGE (Kapitel 3.4.1) wurde das Gel 
mit Coomassie (Kapitel 3.4.5) gefärbt, entfärbt und getrocknet. Die Phosphorylierun-
gen wurden mittels Autoradiographie der Gele, unter Verwendung von Biomax MR-
Filmen, detektiert. 
 
3.5 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN 
3.5.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen 
Alle Zellen wurden im jeweiligen Medium in Brutschränken bei 37°C, 5 % CO2 und 
gesättigter Wasserdampf-Atmosphäre kultiviert. Kulturflaschen mit Gas-permeablen 
Verschlüssen gewährleisteten den Gasaustauch. Nach 2-3 Tagen wurden die Zellen 
umgesetzt, um eine Konfluenz zu vermeiden. Die Suspensionszellen wurden in ei-
nem Verhältnis von 1:5 verdünnt. Bei den adhärenten Zellen mussten diese nach 
kurzem Waschen mit PBS, durch dreiminütige Inkubation bei 37°C mit 0,1 %iger 
Trypsin/EDTA vom Boden der Kulturflasche abgelöst werden. Dieser Vorgang wurde 
durch die Zugabe von serumhaltigem Zellkulturmedium gestoppt. Für die Versuche 
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3.5.2 Bestimmung von Zellzahl und Vitalität 
Die Bestimmung der Zellzahl und der Vitalität erfolgte entweder automatisch mittels 
eines Casy 1 Zellzählgeräts oder durch ein Neubauer-Hämozytometer. Dazu wurden 
die Zellen mit Trypanblau versetzt. Während intakte vitale Zellen keinen Farbstoff 
aufnehmen können, erscheinen Zellen mit permeabler Membran blau. 
 
3.5.3 MTT-Test 
Zur Bestimmung der mitochondrialen Aktivität als indirektes Maß der Zellvermehrung 
wurde nach Zugabe der potentiellen Kinaseinhibitoren ein MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)-Test durchgeführt. Dieser Test 
basiert auf der Fähigkeit einer in lebenden Zellen vorkommenden mitochondrialen 
Dehydrogenase, die Tetrazolium-Ringe des schwach gelben MTT zu oxidieren und 
dadurch dunkelblaue Formazan-Kristalle zu bilden, welche undurchlässig für die 
Zellmembran sind und somit in gesunden Zellen akkumulieren. Die Anzahl der le-
benden Zellen ist, im Messbereich des Plattenphotometers, direkt proportional zur 
gemessenen Extinktion, d.h. der Konzentration des entstandenen Formazans.  
HeLa-Zellen wurden mit den in verschiedenen Konzentrationen (20 oder 50 µM) zu-
gegebenen Inhibitoren (Resveratrol, Emodin, Curcumin, Piceatannol, BTB00363, 
BTB14431, JFD02836, JFD03665 oder SEW04213) für 24 h inkubiert. Anschließend 
wurde eine in PBS gelöste MTT-Lösung mit einer Endkonzentration von 0,5 µg/µl zu 
den Zellen gegeben. Nach vierstündiger Inkubation wurde das dunkelblaue Forma-




Das Durchflußzytometer (FACScan, Becton Dickinson, Heidelberg) ermöglicht die 
simultane Messung von verschiedenen Parametern, wie der relativen Größe, der 
Granularität, sowie drei verschiedener Fluoreszenzintensitäten (FL-1 = 537 nm; FL-2 
= 597 nm; FL-3 = 650 nm) einzelner Zellen, die mit spezifischen fluoreszierenden 
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Reagenzien angefärbt wurden. Dazu werden suspendierte Einzelzellen in einem 
Hüllstrom in einer Quarzküvette an einem fokussierten Lichtstrahl und an einem luft-
gekühlten Argon-Laser (488 nm, 15 mW) vorbeigeleitet. Der einfallende Lichtstrahl 
interagiert mit der Zelle und wird dabei gestreut. Der im Strahlengang gestreute Teil 
(FSC; „forward scatter“) ist ein Maß für die Zellgröße. Der im rechten Winkel gestreu-
te Lichtanteil (SSC; „side scatter“) stellt ein proportionales Maß für die Granularität 
dar. Für die Darstellung der Meßwerte wurden Histogramme gewählt, die die Häufig-
keitsverteilung der gemessenen Fluoreszenzverteilung zeigen. Dabei ist auf der x-
Achse die jeweilige Lichtintensität und auf der y-Achse die dazugehörige Zellzahl 
dargestellt. 
 
3.5.5 Messung des mitochondrialen Membranpotentials (∆Ψm) 
Zwischen innerer und äußerer Membran der Mitochondrien ist, in Folge der Zellat-
mung, ein elektrochemischer Gradient vorhanden, welcher durch die aktive, asym-
metrische Verteilung von Protonen zwischen Intermembranraum und Matrix entsteht. 
Im Wesentlichen ist das Membranpotential dem Protonengradienten gleichzusetzen. 
Dieses Potential bildet die Grundlage der Methode, bei der kationische, lipophile 
Farbstoffe, wie z.B. JC-1, in der Matrix akkumulieren können. Diese JC-1 Monomere 
können Aggregate bilden, die eine Verschiebung in ihren Absorptions- und Fluores-
zenzspektren bewirken. 
Dabei besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der Fluoreszenz durch J-
Aggregatbildung und der Höhe des Membranpotentials. In relativ frühen Stadien der 
Apoptose kommt es zu einem Abfall des mitochondrialen Membranpotentials, was 
sich nach JC-1 Färbung in einer Abnahme der im FL-2-Kanal des FACS-Gerätes 
gemessenen Fluoreszenzintensität bemerkbar macht.  
Für die Messung wurden 1 x 105 Zellen mit Zytostatika in den angegebenen Konzent-
rationen für 48 h inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet, mit PBS gewa-
schen und mit 2,5 µg/ml JC-1 in 1 ml PBS versetzt. Nach Inkubation bei 37°C für 30 
min wurde mit PBS gewaschen, die Zellen in 100 µl PBS resuspendiert und sofort im 
Anschluß gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der CELLQuestPro Software. 
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3.5.6 Modifizierte Zellzyklusanalyse 
Mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumjodid, der sich interkalierend in die DNA-
Doppelhelix einlagert, ist es möglich, eine quantitative Analyse der verschiedenen 
Phasen des Zellzyklus durchzuführen. Im Histogramm zeigen sich zwei charakteristi-
sche Gipfel, die die Zellen der G0/G1-Pase und die Zellen in der G2/M-Phase darstel-
len. Die Fluoreszenz der Zellen in der G2-Phase ist doppelt so hoch wie in der G0/G1-
Phase, da in der G2-Phase, im Gegensatz zu den 1-Chromatid-Chromosomen in der 
G0/G1-Phase, 2-Chromatid-Chromosomen vorliegen, also ein tetraploider DNA-
Gehalt. Apoptotische Zellen weisen einen geringeren, hypodiploiden DNA-Gehalt auf 
und werden im Histogramm durch eine Population, die dem G1-Gipfel vorgelagert ist, 
repräsentiert. 
Nach der Behandlung mit den Zytostatika wurden die Zellen zu den angegebenen 
Zeitpunkten geerntet, mit 200 µl 2 % Formaldehyd in PBS in eine Mikrotiterplatte  
überführt und für 30 min auf Eis fixiert. Nach anschließender Zentrifugation für 5 min 
bei 300 x g wurde der Überstand entfernt, die Zellpellets in 50 µl eiskaltem PBS und 
100 µl eiskaltem Ethanol resuspendiert und für 15 min auf Eis inkubiert. Nach erneu-
ter Zentrifugation wurde der Überstand entfernt, 50 µl RNAse A (40 µg/ml in PBS) 
zugegeben und 30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellpellets in 
200 µl Propidiumjodid-Lösung (50 µg/ml) resuspendiert und am FACS-Gerät im FL-3-
Kanal gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der CELLQuestPro Software. 
 
3.5.7 Cytochrom c Freisetzung 
Zur Bestimmung der Cytochrom c Freisetzung wurden 2 x 106 Zellen mit der in ver-
schiedenen Konzentrationen zugegebenen Betulinsäure für 48 oder 60 h inkubiert. 
Anschließend wurde das Zellpellet mit PBS und hypertonem Puffer gewaschen. Die 
Resuspendierung der Pellets erfolgte mit hypertonem Puffer, welchem 7 µl Digitonin 
(0,75 mg/ml) und 10 µl PMSF (0,1 mM) zugesetzt wurden. Nach erfolgter Permeabi-
lisierung der Zellen und Zentrifugation bei 350 x g für 15 min in einer Kühlzentrifuge 
wurde aus dem Überstand die zytosolische Proteinfraktion abgenommen. Das Zell-
pellet wurde in Lysepuffer I resuspendiert und für 30 min auf Eis inkubiert. Durch er-
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neute Zentrifugation konnte die mitochondriale Proteinfraktion aus dem Überstand 
gewonnen werden. Die Auftrennung der Proteine erfolgte sowohl für die zytosolische, 
als auch für die mitochondriale Fraktion in einer SDS-PAGE (Kapitel 3.4.2). Durch 
einen Westernblot (Kapitel 3.4.4) wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosememb-
ran überführt, mit Ponceau angefärbt und anschließend mit den gewünschten Pri-
mär- und Sekundärantikörpern behandelt. Die Detektion erfolgte mittels der ECL-
Technik nach Herstellerangaben mit X-Omat UV-Filmen. 
 
3.5.8 Annexin-V-FITC / PI Doppelfärbung 
Zwischen innerer und äußerer Zellmembran sind Phospholipide asymmetrisch ver-
teilt. Phosphatidylcholin und Sphingomyelin befinden sich an der Außenseite, wohin-
gegen Phosphatidylserin nur an der Innenseite vorkommt. Während der frühen Pha-
se der Apoptose wird Phosphatidylserin an die Außenseite transloziert und kann 
durch das Fluorescein-isothiocyanat (FITC)-konjugierte Bindungsprotein Annexin V, 
welches spezifisch an Phosphatidylserin bindet, detektiert werden [138]. Durch die 
Doppelfärbung mit Annexin-V-FITC und Propidiumjodid können früh-apoptotische 
(Annexin-V-FITC positiv, Propidiumjodid negativ) und spät-apoptotische/nekrotische 
Zellen, die für beide Farbstoffe positiv sind, voneinander unterschieden werden. Zur 
Messung wurden die Zellen mit Zytostatika in den angegebenen Konzentrationen für 
24 h inkubiert, anschließend geerntet und zweimal mit PBS gewaschen. Die Re-
suspendierung erfolgte in Annexin-Bindungspuffer. Nach Zugabe von 2 µl Annexin-V-
FITC und 10 µl PI (50 µg/ml) wurden die Proben für 15 min im Dunkeln bei RT inku-
biert. Es folgte sofort die simultane Messung Annexin-V-FITC positiver Zellen im FL-
1-Kanal und die der PI-positiven Zellen im FL-2-Kanal des FACS-Gerätes. Die Aus-
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3.5.9 Bestimmung der Anzahl Caspase-Aktivierung aufweisender Zel-
len 
Die Gesamtaktivität von Caspasen in der Zelle läßt sich indirekt durchflußzyto-
metrisch durch die Bindung fluoreszierender Caspase-Substrate auf Einzelzellniveau 
bestimmen. Verwendet wird dazu das zellpermeable FITC-konjugierte Peptid z-VAD-
fmk. Die Peptidsequenz VAD entspricht einer Struktur, die von den aktiven Zentren 
aller zellulären Caspasen erkannt und gebunden wird. Die Bindung von VAD-fmk an 
aktivierte Caspasen führt zu einer Zunahme der Fluoreszenz der Zellen im Vergleich 
zur Kontrolle und kann dann im FL-1-Kanal des Durchflußzytometers gemessen 
werden. 
Für die Messung wurden die Zellen für 48 h mit Zytostatika bzw., in den ausgewiese-
nen Ansätzen, zusätzlich mit dem Pan-Caspase-Inhibitor z-VAD-fmk [40 µM] in den 
angegebenen Konzentrationen inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet 
und das Pellet mit 100 µl PBS und 0,2 µl VAD-FITC resuspendiert. Nach einer Inku-
bationszeit von 20 min bei 37°C wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 100 µl 
PBS resuspendiert. Die Messung erfolgte sofort im FL-1-Kanal des FACS-Gerätes. 
Die Auswertung erfolgte mit der CELLQuestPro Software. 
Als eine weitere Methode der Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivität wurden B8-
Zellen (104/well) für 4 h mit den angegebenen Zytostatika inkubiert. Nach der Inkuba-
tion wurde das fluorochrome Caspase-3/7-Reagenz, das ein DEVD-Peptid enthält, 
zugegeben. Die Fluoreszenz wurde bei einer Exzitationswellenlänge von 485 nm und 
einer Emissionswellenlänge von 530 nm gemessen. 
 
3.5.10 Bestimmung des intrazellulären c-Jun- und p53-Gehaltes 
Zur Überprüfung des intrazellulären Gehaltes von c-Jun nach Zugabe der inhibitori-
schen Substanzen wurden 5 - 7 x 106 HeLa-Zellen mit Curcumin, Resveratrol, Picea-
tannol, BTB00363, Emodin, SEW04231, BTB14431, JFD02836, oder JFD03665 in 
0,25 % DMSO für 4 h in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Nach der Be-
handlung mit den Inhibitoren wurden die Zellen gesammelt und mit Lysepuffer II ly-
siert. Die Proteine der HeLa-Zelllysate wurden in der SDS-PAGE (Kapitel 3.4.2) ge-
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trennt, mittels Westernblot (Kapitel 3.4.4) auf eine Nitrozellulosemembran überführt 
und der Gehalt an c-Jun mit einem Anti-c-Jun Antikörper überprüft. 
Zur Bestimmung des Gehaltes an p53 wurden 5 x 106 B8-Zellen mit Resveratrol, Pi-
ceatannol, Emodin, BTB14431 und JDF02836 für 4 h in den angegebenen Konzent-
rationen inkubiert. Die Zelllysate wurden analog zu den HeLa-Zellen gewonnen und 
analysiert. Der Gehalt an intrazellulärem p53 wurde mit einem anti-p53 Antikörper 
durch eine Westernblot Analyse bestimmt.  
 
3.5.11 Aktivierung/Inaktivierung der BH3 Helix durch Bestrahlung 
Eine BH3–Helix aus dem BH3-only Protein Bid wurde mit einem Photoschalter syn-
thetisiert (Synthese durch Dr. P. Henklein), der die Helix selektiv aktivieren bzw. inak-
tivieren kann. Nachdem die BH3 Helix in Medium (RPMI) gelöst wurde, wurde die 
Lösung mit Licht der Wellenlänge 406 nm (cis  trans) für 1 h oder mit Licht der Wel-
lenlänge 480 nm (trans  cis) für 2 h bestrahlt, wodurch der Photoschalter in die ge-
wünschte Konformation überführt wird. Anschließend wurde die aktivierte oder inakti-
vierte Helix in der gewünschten Konzentration zu den Zellen gegeben. Die 
Experimente wurden, so weit das möglich war, im Dunkeln durchgeführt. Damit der 
Photoschalter in der gewünschten Konformation verbleibt, wurde die Bestrahlung alle 
12 h wiederholt. 
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4 ERGEBNISSE 
In silico Screening spielt im Bereich der Medikamentenentwicklung eine wichtige Rol-
le [139], da durch die Vorauswahl der zu testenden Moleküle die aufzuwendende Zeit 
und die Kosten in der experimentellen Phase reduziert werden können. Diese Me-
thode wurde in dieser Arbeit angewandt, um neue apoptoseinduzierende Substanzen 
zu identifizieren. Weiterführende in vitro Screenings dienten zur Verifizierung der Da-
ten. 
 
4.1 SIGNALOSOM INHIBITOREN 
4.1.1 In silico Screening mit Curcumin und Emodin als Leitstruktur 
Im ersten Modellprojekt der Arbeit wurden die Naturstoffe Curcumin und Emodin als 
Leitstrukturen für ein in silico Screening verwandt. Die Grundgerüste von Curcumin 
und Emodin sind sehr unterschiedlich. Curcumin gehört zur Gruppe der Polyphenole 
und ist aufgrund der Kohlenstoffkette, die auch ein 1,3-Diketon enthält, äußerst flexi-
bel (Abb. 20 A). Im Gegensatz dazu hat Emodin ein Anthrachinon-Grundgerüst, das 
durch ein aromatisches 3er Ringsystem sehr starr ist (Abb. 20 B). 
 
 
Abbildung 20: 3D-Struktur von A Curcumin und B Emodin.  
Bei Curcumin sind die dazugehörigen Konformere (berechnet mit Catalyst ® von der Firma 
Accelrys [118]) angegeben. Für Emodin können keine Konformere berechnet werden, da das 
Grundgerüst zu starr ist. Rot: Sauerstoff-Atome. 
 
Um neue potentielle Inhibitoren für die Kinasen, die an das CSN assoziiert sind, zu 
identifizieren, wurde ein in silico Screening mit Curcumin und Emodin durchgeführt. 
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Diese Strukturen sind bereits bekannte Inhibitoren für die CK2 und PKD [39]. Die Su-
che wurde in der institutsinternen Datenbank durchgeführt, die ~ 4 Millionen Sub-
stanzen (~ 141 Millionen Konformere) enthält. Ein 3D-Überlagerungsalgorithmus 
wurde in der Arbeitsgruppe entwickelt [15], um die Strukturen der bereits bekannten 
Inhibitoren mit denen in der Datenbank zu vergleichen (Abb. 21 A). Der Vorteil eines 
3D-Vergleichs ist das Auffinden von Strukturen, die durch die Unterschiede im 
Grundgerüst als „scaffold hopper“ bezeichnet werden und durch 2D-Suchen nicht 
gefunden werden können, da der Tanimoto-Koeffizient, der als Ähnlichkeitsmatrix für 
zwei Moleküle gilt, in den meisten Fällen kleiner als der Grenzwert von 0,85 ist. 
Durch eine Vielzahl von Einstellungsmöglichkeiten, wie der Größe des Moleküls, der 
Anzahl der überlagerten Atome und der Anzahl der gleichen Atome, kann eine sehr 
spezifische Suche durchgeführt werden. 
 
Abbildung 21: 3D-Überlagerung und 2D-Vergleich von Curcumin und Piceatannol.  
A Die Leitstruktur Curcumin (blau) wurde mittels eines 3D-Superpositionsalgorithmus mit der 
Struktur von Piceatannol (grün) überlagert. B Dargestellt ist ein Vergleich von Curcumin und 
Piceatannol aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften. Anhand dieser Informationen wird der 
in Tabelle 10 dargestellte Tanimoto-Koeffizient berechnet. Rot: Sauerstoff-Atome 
 
Weiterhin wurden die chemischen Eigenschaften (2D) der Leitstrukturen mit denen 
aus der Datenbank verglichen (Abb. 21 B), anhand derer der Tanimoto-Koeffizient 
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und der 3D-Zähler berechnet wurden. Basierend auf den unterschiedlichen Leitstruk-
turen und dem berechneten Tanimoto-Koeffizienten konnten die in der Datenbank 
gefundenen Substanzen in zwei Gruppen aufgeteilt werden (Tab. 10). Die Moleküle 
der ersten Gruppe wurden durch die Datenbanksuche mit Curcumin gefunden und 















































Tabelle 10: Unterteilung der potentiellen Inhibitoren für die CSN-assoziierten-Kinasen. 
Die Strukturen, die in der Datenbank während des in silico Screenings gefunden wurden, 
konnten in zwei Gruppen (Curcumin-ähnlich und Emodin-ähnlich), abhängig von der ver-
wendeten Leitstruktur, unterteilt werden. Die doppelte Linie markiert den Grenzwert (Tanimo-
to-Koeffizient < 0,85), der bei 2D-Ähnlichkeiten normalerweise gesetzt wird, um die Treffer zu 
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limitieren. Ausserdem ist der berechnete 3D-Zähler angegeben (% überlagerter Atome *       
e-rmsd). 
 
Die so identifizierten Substanzen wurden anschließend in das aktive Zentrum der 
CK2 gedockt, um die Bindungsaffinität der einzelnen Liganden abzuschätzen. In der 
Protein-Datenbank (PDB) ist eine Kristallstruktur der CK2 im Komplex mit  Emodin 
abgelegt (1F0Q). Als Referenzligand konnte daher die Leitstruktur Emodin verwendet 
werden. In der Abbildung 22 ist exemplarisch das Docking-Ergebnis für die Leitstruk-
turen Emodin und Curcumin dargestellt. 
 
 
Abbildung 22: Docking-Ergebnisse für Emodin und Curcumin.  
Die Moleküle Emodin (A und B) und Curcumin (C und D) wurden mit dem Docking-
Programm GOLD in das aktive Zentrum der CK2 gedockt. A und C zeigen die Oberfläche 
des Proteins. Der Inhibitor ist nur ausschnittsweise zu erkennen. B und D zeigen die 3D-
Struktur des Proteins mit dem Inhibitor (dunkelgrau). Ausserdem sind die Seitenketten der 
Aminosäuren dargestellt, die sich im Umkreis von 5 Å um den Liganden befinden. 
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Für alle Liganden, auch für den Referenzliganden Emodin, wurde die Bindungsener-
gie berechnet. Die Ergebnisse in Tabelle 11 zeigen, dass alle Liganden ein ∆Gbinding 
zwischen -28 und -35 kJ/mol besitzen, was ähnlich der Bindungsenergie des Refe-
renzliganden ist, der bereits als Bindungspartner der CK2 identifiziert wurde. Eine 
ähnliche Wirkung der potentiellen Inhibitoren auf die CK2 ist daher wahrscheinlich, 
auch wenn die berechneten Tanimoto-Koeffizienten unterhalb des Grenzwertes lie-
gen. 








BTB 14431 -29,52 
JFD02836 -33,94 
SEW 04213 -28,96 
JFD03665 -35,69 
Tabelle 11: Bindungsaffinitäten für die potentiellen Kinaseinhibitoren. 
Die Substanzen wurden an die 3D-Struktur von der CK2 gedockt. Als Referenzligand für die 
Bindungsstelle wurde der Inhibitor Emodin verwendet (1F0Q). Gezeigt sind die berechneten 
Bindungsenergien (∆Gbinding).  
 
Außerdem wurden die identifizierten Substanzen hinsichtlich der Lipinski-Regeln und 
verschiedener Toxikologiemodelle untersucht (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse 
zeigten, dass keine niedermolekulare Substanz mehr als eine der Lipinski-Regeln 
gebrochen hat und auch mittels der Toxikologiemodelle als harmlos (nicht kanzero-
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4.1.2 Kinaseassay zur Bestimmung der inhibitorischen Wirkung der 
Treffer auf die CSN-assoziierten-Kinasen  
Es wurden insgesamt 35 Moleküle aus der Datenbank als Treffer eingestuft und in 
Kinaseassays auf ihre inhibitorische Wirkung untersucht. In diesen Analysen wurde 
rekombinante CK2, PKD oder der aufgereinigte CSN-Komplex in Gegenwart von [γ-
32P] und 50 oder 200 µM des potentiellen Inhibitors inkubiert. Insgesamt haben 7 von 
35 Molekülen eine deutliche Hemmung der Kinasen in dem gewählten Konzentrati-
onsbereich (50 oder 200 µM) gezeigt (siehe Tab. 20 im Anhang). Diese sieben Sub-
stanzen sind in diesem Teil der Arbeit gezeigt und wurden genauer untersucht. Von 
diesen sieben Substanzen waren drei aus der Gruppe der Curcumin-ähnlichen und 
vier aus der Gruppe der Emodin-ähnlichen Strukturen (Tab. 10 + 11).  
Im Folgenden wurden die IC50-Werte für diese sieben Substanzen mit rekombinanter 
CK2, PKD und dem aufgereinigten CSN-Komplex berechnet. Die Kinaseassays wur-
den in der Anwesenheit von verschiedenen Inhibitor Konzentrationen durchgeführt. 
Nach der Inkubation wurden die Proben mittels SDS-PAGE und nachfolgender Auto-
radiographie auf Kinase-Hemmung durch Analyse der c-Jun-Phosphorylierung ana-
lysiert. Diese Kinaseaktivität wurde densitometrisch ausgewertet. Exemplarisch sind 
in Abbildung 23 die Ergebnisse von Piceatannol (Curcumin-ähnlich) und BTB14431 
(Emodin-ähnlich) dargestellt.  
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Abbildung 23: Messung der c-Jun-Phosphorylierung in Anwesenheit von Piceatannol 
und BTB14431.  
Dargestellt ist die Hemmung der an das CSN-assoziierten-Kinasen durch die von Curcumin 
und Emodin abgeleiteten Inhibitoren in vitro. A Piceatannol, identifiziert durch eine Daten-
banksuche mit Curcumin als Leitstruktur und B BTB14431, eine Struktur, die durch ein in 
silico Screening mit Emodin gefunden wurde. Rekombinante CK2, PKD und aus Erythrozy-
ten aufgereinigtes CSN wurden verwendet, um das Substrat c-Jun in vitro zu phosphorylie-
ren. In der ersten Spalte der Autoradiographie (0) wurde kein Inhibitor zugegeben. Piceatan-
nol (A) und BTB14431 (B) wurden anschließend in aufsteigender Konzentration zugegeben 
(20, 50 100 und 200 µM). Die gezeigten Autoradiographien wurden densitometrisch ausge-
wertet. Die dargestellten Ergebnisse sind repräsentativ für vier unabhängig durchgeführte 
Experimente. 
 
Die Werte, die sich aus der densitometrischen Auswertung der Autoradiographie er-
gaben, wurden gegen die Inhibitorkonzentration aufgetragen. Anhand dieser Kurven 
wurden die IC50-Werte berechnet, die in der Tabelle 12 zusammengefasst sind. Die 
Werte für Curcumin, Resveratrol und Emodin waren bereits aus der Literatur bekannt 
[39]. Die berechneten IC50-Werte zeigen, dass die Curcumin-ähnlichen Strukturen 
eine stärkere Affinität zur PKD haben, wohingegen die Emodin-ähnlichen Moleküle 
effizienter bei der Hemmung der CK2-Aktivität sind. In den meisten Fällen ist der 
IC50-Wert, der für den aufgereinigten CSN-Komplex berechnet wurde, niedriger als 
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für die rekombinanten Kinasen. Da der Kurvenverlauf durch die anfängliche starke 
Abnahme der c-Jun-Phosphorylierung ungünstig für die Berechnung des IC50-Wertes 
ist (Abb. 23), könnten die wahren IC50-Werte noch wesentlich niedriger liegen. 
 
Inhibitor IC50 CK2 [µM] IC50 PKD[µM] IC50 CSN [µM] 
Curcumin-ähnlich 
Curcumin 11,8 4,1 2,6 * 
Resveratrol 51,0 17,6 32,1 * 
Piceatannol 2,5 0,5 1,7 
BTB00363 332,7 117,7 188,6 
Emodin-ähnlich 
Emodin 22,7 94,5 4,4 * 
BTB14431 6,4 68,9 21,0 
JFD02836 19,9 39,7 54,1 
SEW04213 37,9 185,9 4,8 
JFD03665 5,9 154,9 19,8 
        * [39] 
Tabelle 12: Bestimmung der IC50-Werte anhand von Kinaseassays.  
Es wurden die IC50-Werte für die Hemmung der rekombinanten CK2, PKD und des aufgerei-
nigten CSN-Komplexes durch die Gruppe der Curcumin- und Emodin-ähnlichen berechnet. 
Die zwei Gruppen wurden auf der Basis der unterschiedlichen Leitstrukturen gebildet (Tab. 
10). Die Kinaseassays wurden, wie bereits beschrieben (Kapitel 3.4.6), durchgeführt. Zum 
Vergleich sind für Curcumin, Emodin und Resveratrol IC50-Werte aus der Literatur angege-
ben. 
 
4.1.3 Einfluss der Kinaseinhibitoren auf die Stabilität von c-Jun und 
p53 
Da die Behandlung von Zellen mit Curcumin oder Emodin zu einer Ubiquitin- und 
Proteasom-abhängigen Proteolyse von c-Jun führt [39, 48], wurde getestet, ob HeLa-
Zellen, die mit den neuen Inhibitoren in verschiedenen Konzentrationen (50 oder 200 
µM) inkubiert wurden, eine verminderte c-Jun-Konzentration aufweisen. In der Wes-
ternblot-Analyse zeigte sich, dass Piceatannol, Resveratrol (Curcumin-ähnlich), 
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BTB14431 und JFD02836 (Emodin-ähnlich) konzentrationsabhängig eine deutliche 
Reduktion des intrazellulären c-Jun-Spiegels auslösen (Abb. 24 A).  
 
 
Abbildung 24: Effekt der von Curcumin und Emodin abgeleiteten Inhibitoren auf die 
Stabilität von c-Jun und p53.  
Die eingesetzten Inhibitoren beeinflussen die Stabilität von c-Jun und p53 in HeLa- oder B8-
Zellen. HeLa-Zellen (A) oder B8-Zellen (B) wurden für 4 h mit den Inhibitoren Emodin, Res-
veratrol, Piceatannol, BTB14431 und JFD02836 inkubiert (jeweils 50 und 200 µM). In der 
ersten Spalte (Kontrolle, A und B) wurde kein Inhibitor zugegeben. Die Proteine der Zelllysa-
te wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Westernblots wurden mit anti-c-Jun und anti-
p53 Antikörper untersucht. 
 
Aus der Literatur ist ebenfalls bekannt, dass Curcumin p53 gegenüber dem intrazel-
lulären, Ubiquitin-abhängigen Abbau stabilisieren kann [44]. Daher sollte untersucht 
werden, ob die neuen Inhibitoren der CSN–assoziierten-Kinasen ebenfalls zu einem 
Anstieg der intrazellulären p53-Konzentration führen. Für diesen Versuch wurden 
murine B8-Fibroblasten, die das p53-Wildtyp-Protein exprimieren [140], mit den Inhi-
bitoren in zwei verschiedenen Konzentrationen (50 oder 200 µM) behandelt. An-
schließend wurden die Zelllysate mittels Westernblot und einem anti-p53 Antikörper 
analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass alle getesteten Inhibitoren eine Stabilisierung 
von p53 herbeiführen und damit die Konzentration erhöhen (Abb. 24 B). Resveratrol 
zeigt bei einer Konzentration von 200 µM den größten Effekt auf die Stabilisierung 
des Tumorsuppressors (Abb. 24 A). 
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4.1.4 Effekt der Kinaseinhibitoren auf die Zellvitalität und die Auslö-
sung von Apoptose 
Für Emodin, Curcumin und Resveratrol wurde ein p53-abhängiger Mechanismus zur 
Auslösung der Apoptose beschrieben [141, 142]. Daher sollte in den folgenden Expe-
rimenten nachgewiesen werden, ob die neu gefundenen Inhibitoren ebenfalls Apop-
tose auslösen können. Untersuchungen bezüglich der Zytotoxizität von Curcumin-
Analoga wurden in einer Studie bereits nachgewiesen. Dabei wurde die Fähigkeit zur 
Auslösung von Apoptose in etwa 60 verschiedenen Tumorzelllinien gemessen und 
Effekte wurden in nahezu allen Zelllinien nachgewiesen [143]. In den meisten Studien 
wird die Induktion von Apoptose lediglich durch die Oxidierung von Tetrazolium im 
MTT-Test analysiert. Die im MTT-Test erhobenen Daten sind jedoch nur ein sehr indi-
rektes Maß für Zellproliferation. Diese Analyse wurde in dieser Arbeit daher durch die 
Messung der DNA-Fragmentierung, der Messung der Caspase-Aktivität und die An-
nexin-V-FITC / PI Doppelfärbung [144] ergänzt. 
In einer ersten Versuchsreihe wurde die Zellvitalität mit dem MTT-Test untersucht, 
der den prozentualen Anteil an irreversibel geschädigten Zellen nach der Behandlung 
mit den Inhibitoren angibt. Durch die Zugabe von Curcumin und BTB14431 in einer 
Konzentration von 20 µM nahm die hierdurch analysierte Zellvitalität um ca. 75 % ab. 
Eine deutliche Minderung der lebenden Zellen nach der Zugabe von Emodin, Resve-
ratrol oder Piceatannol konnte erst bei hohen Inhibitor-Konzentrationen (50 µM) fest-
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Abbildung 25: MTT-Test zur Untersuchung der Zellvitalität nach der Behandlung mit 
den Kinaseinhibitoren.  
HeLa-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen (20 oder 50 µM) von Curcumin, 
Emodin, Resveratrol, Piceatannol oder BTB14431 für 24 h inkubiert. Zur Kontrolle wurden 
Zellen mit 0,1 % DMSO (K) behandelt. Das Balkendiagramm zeigt die relative MTT-Aktivität 
nach Behandlung mit den Inhibitoren.  
 
Um zu testen, ob der Zelltod, und insbesondere durch Apoptose oder Nekrose, aus-
gelöst wurde, wurde zusätzlich eine Annexin-V-FITC / PI Doppelfärbung durchge-
führt, die getrennte Analyse apoptotischer und nekrotischer Zellen erlaubt. Nach ei-
ner Inkubation von 24 h weisen die HeLa-Zellen, die mit den Inhibitoren Curcumin, 
Piceatannol und BTB14431 inkubiert wurden, eine große Anzahl von apoptotischen 
Zellen auf (Abb. 26 B). Emodin- und Resveratrol-inhibierte Kulturen wiesen auch bei 
hohen Konzentrationen (50 µM) eine niedrigere Apoptoserate auf. Bei Piceatannol 
(Abb. 26 A) und Curcumin zeigten sich bei hohen Konzentration (50 µM) erhöhte An-
teile von nekrotischen Zellen, wohingegen der Inhibitor BTB14431 auch bei einer 
Konzentration von 50 µM nur einen Anteil von 16 % nekrotischer Zellen induzierte 
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Abbildung 26: Apoptose oder Nekrose: Annexin-V-FITC / Propidiumjodid (PI) Doppel-
färbung von HeLa-Zellen nach der Behandlung mit den CSN-Kinaseinhibitoren.  
HeLa-Zellen wurden mit Medium, welches 0,1 % DMSO (K) oder die von Curcumin und   
Emodin abgeleiteten Inhibitoren in verschiedenen Konzentrationen (20 oder 50 µM) enthielt, 
inkubiert. Nach 24 h wurde der Zelltod auf Einzelzellniveau durch Färbung mit Annexin-V-
FITC und Gegenfärbung mit Propidiumjodid detektiert. A Repräsentative Daten für Piceatan-
nol und BTB14431. Die Zahlen zeigen den prozentualen Anteil an Zellen in jedem Quadran-
ten an: unten links: FITC-/PI-, lebende Zellen; unten rechts: FITC+/PI-, apoptotische Zellen; 
oben links: FITC-/PI+, spät-nekrotische Zellen; oben rechts: FITC+/PI+, spät-apoptotische oder 
nekrotische Zellen. B Das Balkendiagramm zeigt die prozentuale Verteilung der nekroti-
schen, apoptotischen und lebenden Zellen nach der Behandlung mit Curcumin, Emodin, 
Resveratrol, Piceatannol oder BTB14431. 
 
Anschließend wurde die Caspase-Aktivität in murinen B8-Fibroblasten gemessen. 
Die Ergebnisse in Abbildung 27 zeigen, dass bis auf Resveratrol, alle getesteten nie-
dermolekularen Substanzen einen Anstieg in der Caspase-Aktivität auslösen. Der 
größte Anstieg in der Caspase-Aktivität wurde bei 50 µM Curcumin gemessen. Pi-
ceatannol und BTB14431 (jeweils 50 µM) haben die Caspase-Aktivität um das Fünf-
fache gesteigert, wohingegen die Substanzen SEW04213 und JFD02836 nur einen 
leichten Effekt bei einer Konzentration von 200 µM zeigten. 
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Abbildung 27: Messung der Caspase-Aktivität nach der Behandlung der Zellen mit den 
von Curcumin und Emodin abgeleiteten Inhibitoren.  
Die Inhibitoren der CSN-assoziierten-Kinasen induzieren Apoptose in B8-Zellen. Durch die 
Verwendung eines DEVD-Peptides wurde die Caspase-3/7-Aktivität in murinen Maus B8-
Fibroblasten bestimmt. Die Zellen (104/well) wurden mit den Inhibitoren Curcumin, Resve-
ratrol, Piceatannol, BTB14431, SEW04213 und JFD02836 für 4 h bei 37 °C inkubiert. Nach 3 
h Inkubationszeit mit dem Caspase-3/7-Substrat bei Raumtemperatur wurde die Fluoreszenz 
(RFLU: Relative Fluoreszenz Lichteinheiten, relative fluorescent light units) bei einer Exzitati-
onswellenlänge von 485 nm und einer Emissionswellenlänge von 530 nm gemessen. 
 
Um die zuvor gewonnenen Ergebnisse bezüglich der Apoptoseinduktion zu verifizie-
ren, wurde in einem weiteren Versuch untersucht, ob nach Zugabe der Inhibitoren zu 
HeLa-Zellen eine DNA-Fragmentierung messbar ist. Dieses Ereignis findet in der 
späten Phase der Apoptose statt und wurde nach einer Inkubation von 48 h gemes-
sen. Die Zellen wurden mit Curcumin, Emodin, Resveratrol, Piceatannol, BTB14431 
oder JFD02836 in verschiedenen Konzentrationen (20 oder 50 µM) behandelt. Bis 
auf die Probe mit der Substanz JFD02836 wurde in allen Experimenten Apoptose 
ausgelöst (Abb. 28 B). Die Anzahl der hypodiploiden (apoptotischen) Zellen, die in 
Abbildung 28 A jeweils über dem Marker der repräsentativ dargestellten Ergebnisse 
angegeben ist, nahm bei Curcumin, Emodin, Resveratrol und Piceatannol konzentra-
tionsabhängig zu, während sie bei BTB14431 konstant blieb.  
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Abbildung 28: DNA-Fragmentierung in HeLa-Zellen nach 48 h Inkubation mit den Kina-
seinhibitoren ist konzentrationsabhängig. 
A Dargestellt sind repräsentative Daten für Piceatannol und BTB14431 (jeweils 20 und 50 
µM). Als Kontrolle (K) wurden Zellen mit 0,1 % DMSO inkubiert. Die Zellen, die unter dem 
Marker liegen, geben die hypodiploiden (apoptotischen) Zellen an. B Das Balkendiagramm 
zeigt die Anzahl der hypodiploiden Zellen nach der Behandlung mit den Inhibitoren Curcu-
min, Emodin, Resveratrol, Piceatannol, BTB14431 oder JFD02836 in den Konzentrationen 
20 oder 50 µM. 
 
Die dargestellten Ergebnisse des in silico und in vitro Screenings zeigen, dass neue 
effektive Inhibitoren für die CSN-assoziierten-Kinasen gefunden werden konnten, die 
p53 stabilisieren, die c-Jun-Phosphorylierung hemmen und einen apoptotischen Zell-
tod auslösen. [145] 
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4.2 BETULINSÄURE-ANALOGA 
Im zweiten Modellprojekt wurde der Naturstoff Betulinsäure (BA) untersucht. Obwohl 
dieser bereits seit langer Zeit als potentielles Tumormedikament diskutiert wird [95], 
konnte der Wirkmechanismus jedoch noch nicht geklärt werden [96]. Da der BA-
induzierte Zelltod bereits als p53- und CD95-unabhängig beschrieben wurde [97], 
wurde zunächst die Regulation des mitochondrialen Signalwegs durch die BA-
induzierte Apoptose untersucht. Anschließend wurde mit BA als Leitstruktur ein in 
silico Screening durchgeführt und die Ergebnisse schließlich in einem in vitro Scree-
ning verifiziert. 
 
4.2.1 Untersuchung des Wirkmechanismus der Betulinsäure 
Die Betulinsäure ist ein Naturstoff, der das Grundgerüst eines pentazyklischen Triter-
pens besitzt. In Abbildung 29 sind die 3D-Struktur der BA und die dazugehörigen 
Konformere dargestellt.  
 
Abbildung 29: 3D-Struktur von Betulinsäure (BA) und die dazugehörigen Konformere.  
Rot: Sauerstoff-Atome 
 
Zunächst wurde der Zelltod untersucht, der durch BA ausgelöst wird. Dazu wurden 
die Bindung von Annexin-V-FITC und die Aufnahme von Propidiumjodid (PI) gemes-
sen. BA induzierte die frühe Bindung von Annexin-V-FITC, was als Charakteristikum 
der Apoptose gilt, da so die Translokation des Membran-Phospholipids Phosphatidyl-
serin von der Innen- zur Außenseite der Plasmamembran detektiert werden kann. Da 
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zu diesem Zeitpunkt keine Aufnahme von PI festgestellt werden konnte, ist der aus-
gelöste Zelltod als apoptotisch zu bezeichnen (Abb. 30).  
 
 
Abbildung 30: Der durch BA ausgelöste Zelltod entspricht dem Apoptose Phenotypen.  
Jurkat A3 Zellen wurden mit BA in den angegebenen Konzentrationen für 24 h inkubiert und 
mit Annexin-V-FITC / PI doppelt gefärbt. Die Ergebnisse wurden mittels Durchflußzytometrie 
analysiert. Die Werte sind repräsentativ für drei unabhängig durchgeführte Experimente. 
 
Da die Wirkung vieler Antikrebsmedikamente, wie z.B. Nukleosid-Analoga [146], 
Anthrazykline [147] oder Taxane [148] über die Bcl-2-Proteinfamilie reguliert wird, 
wurden im Folgenden anti- und pro-apoptotische Bcl-2-Familienmitglieder und Kom-
ponenten des Apoptosoms auf ihre Rolle in der BA-induzierten Apoptose untersucht. 
 
4.2.1.1 Wirkung von Bcl-2 und Bcl-xL auf den Betulinsäure-induzierten Zelltod 
Zuerst sollte getestet werden, ob die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 oder Bcl-xL 
eine inhibitorische Wirkung auf die Betulinsäure-induzierte Apoptose haben. Es wur-
den Jurkat Zellen (akute lymphoblastische Leukämie der T-Linie), die entweder Bcl-2 
oder Bcl-xL überexprimieren, sowie BJAB Burkitt-like Lymphom Zellen, die Bcl-xL ü-
berexprimieren, mit Betulinsäure behandelt. Nach 48 h wurde die Wirkung von BA 
auf das mitochondriale Membranpotential gemessen. Bcl-2 und Bcl-xL führten zu ei-
nem geringeren Abfall des mitochondrialen Membranpotentials in Jurkat und BJAB 
Zellen, wohingegen Bcl-xL die Jurkat Zellen nicht vor dem BA-induzierten Zelltod 
schützen konnten (Daten nicht gezeigt). Mittels Durchflußzytometrie wurde die Frag-
66 
                                                                                                                      Ergebnisse
mentierung genomischer DNA durch Betulinsäure in einem weiteren Versuch in den-
selben Zelllinien auf Einzelzellniveau getestet. Ab einer Konzentration von 10 µM BA 
konnte signifikant Apoptose gemessen werden. Bei der höchsten Konzentration (20 
µM) konnte eine Apoptoserate von ~ 90 % festgestellt werden (Abb. 31). In den Jur-
kat Zellen, die Bcl-2 überexprimieren, wurde eine leichte Abnahme in der Anzahl der 
hypodiploiden (apoptotischen) Zellen auf 71,8 %, im Vergleich zu 92,3 % in den Kon-
trollzellen (Jurkat mock), gemessen (Abb. 31 A). Die Überexpression von Bcl-xL hatte 
keinen signifikanten Effekt in den Jurkat Zellen (Abb. 31 B), während eine leichte Ab-
nahme in der Apoptoserate in den BJAB Zellen zu verzeichnen war (BJAB Bcl-xL: 
71,7 %, BJAB mock: 89,3 %, Abb. 31 C). 
 
 
Abbildung 31: Betulinsäure (BA) induziert Apoptose in Jurkat und BJAB Zellen. 
Die Apoptose, die durch Betulinsäure ausgelöst wird, ist geringfügig von Bcl-2 abhängig und 
von Bcl-xL unabhängig. Jurkat und BJAB Zellen wurden mit BA in den angegebenen Kon-
zentrationen für 72 h inkubiert. Die Werte sind in Prozent von hypodiploiden Zellen angege-
ben, die die Anzahl an apoptotischen Zellen wiederspiegeln. Ergebnisse der durchflußzyto-
metrischen Untersuchung der DNA-Fragmentierung in A Jurkat mock (Kontrollzellen) und 
Jurkat Bcl-2 (Überexpression von Bcl-2), B Jurkat mock (ohne Bcl-xL) und Jurkat Bcl-xL (mit 
Bcl-xL transfiziert) und C BJAB mock (ohne Bcl-xL) und BJAB Bcl-xL (Wildtyp mit Bcl-xL). Die 
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4.2.1.2 Hat die Abwesenheit von Bax und Bak eine Auswirkung auf die Betu-
linsäure-induzierte Apoptose? 
Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob der BA-induzierte Zelltod auf die pro-
apoptotischen Proteine Bax und Bak angewiesen ist. Die Fragmentierung der geno-
mischen DNA, durch die Behandlung mit BA, wurde in verschiedenen Zellsystemen 
durchgeführt. DU145 Prostatakarzinomzellen tragen eine Mutation im bax Gen, die 
zur Verschiebung des Leserasters (Frameshift) führt. Hierdurch wird ein Stopcodon 
eingefügt. Die Zellen exprimieren in Folge kein Bax mehr. Diese Zellen wurden mit 
DU145 Zellen verglichen, die Bax stabil reexprimieren können [149]. Die Bax-
defizienten Zellen zeigten, ebenso wie die Zellen mit Bax, einen vergleichbaren Anteil 
an hypodiploiden Zellen und einen analogen Verlust des mitochondrialen Membran-
potentials (Abb. 32 A + B). Es war kein Unterschied in der Freisetzung von Cytoch-
rom c aus den Mitochondrien und der Prozessierung der Caspasen-9, -3 und -8 im 
Westernblot erkennbar (Abb. 32 C).  
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Abbildung 32: Betulinsäure löst Apoptose in DU145 Zellen unabhängig von Bax aus.  
A DNA-Framentierung (nach 72 h) und B die Messung des mitochondrialen Membranpoten-
tials (nach 48 h) wurden in Bax-defizienten (DU145 mock) Zellen und Zellen, die Bax enthal-
ten (DU145 Bax), in den angegebenen Konzentrationen durchgeführt. Die Ergebnisse der 
DNA-Fragmentierung sind in Prozent an hypodiploiden Zellen angegeben, die die Anzahl der 
apoptotischen Zellen angeben. Die Daten der Messung des mitochondrialen Membranpoten-
tials sind in Prozent an Zellen, die ein erniedrigtes mitochondriales Membranpotential (∆Ψm) 
aufweisen, angegeben. Diese Zellen befinden sich in der frühen Phase der Apoptose. Die 
Daten sind repräsentativ für drei unabhängig durchgeführte Experimente. C DU145 Bax-
defiziente Zellen (DU145 mock) und Zellen, die Bax enthalten (DU145 Bax), wurden präpa-
riert und einer Westernblot-Analyse bezüglich der Freisetzung von Cytochrom c und der Pro-
zessierung von den Caspasen-3, -8 und -9 nach einer Inkubationszeit von 60 h mit den an-
gegebenen Konzentrationen BA unterzogen. (Der Wester Blot wurde durchgeführt von A. 
Richter) β-Actin-Nachweis diente als Ladekontrolle. 
 
Um die Funktion von Bak in der BA-induzierten Apoptose zu untersuchen, wurden 
weitere Versuche in HCT116 Kolonkarzinomzelllinien durchgeführt. Bei HCT116 Zel-
len, die einen bax Gen knockout (HCT116 Bax k.o.) besitzen, zeigte sich eine ver-
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minderte Sensitivität bezüglich der Induktion von Apoptose. Die Messung der DNA-
Fragmentierung ergab die deutlichste Inhibition der BA-induzierten Apoptose bei den 
Konzentrationen 5 und 10 µM. Bei den HCT116 wt Zellen, die Bax exprimieren, lag 
die Apoptoserate bei 18 und 36 % hypodiploider Zellen, wohingegen die Bax k.o. Zel-
len nur einen prozentualen Anteil von 8 und 14 % apoptotischer Zellen aufwiesen. 
Bei höheren BA Konzentrationen (15 oder 20 µM) reduzierte sich der Unterschied 
zwischen den HCT116 wt und HCT116 Bax k.o. Zellen auf 10 %, wobei die maximale 
Apoptoserate bei dem Wildtyp bei 42 % hypodiploider Zellen lag (Abb. 33).  
Die Funktion von Bak wurde im Folgenden in HCT116 Zellen untersucht, die Bax 
exprimieren bzw. einen Bax k.o. besitzen und durch eine Transfektion mit einem 
shRNA (small hairpin RNA) Konstrukt, dass auf die mRNA von Bak wirkt, einen 
knockdown von Bak aufweisen. Die Runterregulation von Bak in den Bax exprimie-
renden Zellen (HCT116 Bak k.d.) hatte den gleichen Effekt wie bei den Bax k.o. Zel-
len und auch der zusätzliche knockdown von Bak in den Bax k.o. Zellen (HCT116 
Bax k.o. Bak k.d.) ergab keinen zusätzlichen inhibitorischen Effekt, bezogen auf die 
BA-induzierte Apoptose (Abb. 33). Der Verlust von Bax oder/und Bak rief eine Inhibi-
tion der BA-induzierten Apoptose hervor, die aber durch eine höhere BA Konzentrati-
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Abbildung 33: Induktion von Apoptose durch Betulinsäure in HCT116.  
HCT116 wt (enthalten Bax und Bak) Zellen, Bax-defiziente (HCT116 Bax k.o.) Zellen, Zellen, 
die shRNA gegen Bak exprimieren (HCT116 Bak k.d.) und Zellen, die sowohl Bax-defizient 
sind, als auch die shRNA gegen Bak exprimieren (HCT116 Bax k.o. Bak k.d.), wurden für 
72 h mit Betulinsäure inkubiert. Apoptose wurde durch die Messung der Fragmentierung von 
genomischer DNA mittels Durchflußzytometrie untersucht. Die Ergebnisse sind in Prozent an 
hypodiploiden Zellen angegeben, die die Anzahl der apoptotischen Zellen angeben. Die Da-
ten sind repräsentativ für drei unabhängig durchgeführte Experimente. 
 
In einem weiteren Zellsystem, wurden diese Ergebnisse überprüft. In der murinen 
embyronalen Fibroblasten Zellinie (MEF), die den Wildtyp für Bax und Bak enthalten 
(MEF wt) oder einen Keimbahn knockout für Bax (Bax k.o.), Bak (Bak k.o.) oder Bax 
und Bak (DKO) aufweisen. Apoptose wurde durch die Fragmentierung genomischer 
DNA auf Einzelzellniveau gemessen. In diesem Zellsystem konnte gezeigt werden, 
dass die durch BA-induzierte Apoptose völlig unabhängig von Bax und Bak ist. Bei 
Konzentrationen oberhalb von 5 µM konnte Apoptose bis zu einem Maximum von 49 
- 56 % apoptotischer Zellen (20 µM BA) gemessen werden (Abb. 34). 
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Abbildung 34: Induktion von Apoptose durch Betulinsäure in MEF Zellen.  
Murine Fibroblasten (MEF) mit Wildtyp für Bax und Bak (MEF wt) und MEFs Bax k.o.       
(Bax -/-), Bak k.o. (Bak -/-) und Bax/Bak Doppelknockout (DKO) wurden ebenfalls für 72 h 
mit Betulinsäure inkubiert. Apoptose wurde durch die Messung der Fragmentierung von ge-
nomischer DNA mittels Durchflußzytometrie untersucht. Die Ergebnisse sind in Prozent an 
hypodiploiden Zellen angegeben, die die Anzahl der apoptotischen Zellen angeben. Die Da-
ten sind repräsentativ für drei unabhängig durchgeführte Experimente. 
 
4.2.1.3 Der Betulinsäure-induzierte Zelltod ist Caspase abhängig 
Der anti-apoptotische Einfluss von Bcl-2 oder Bcl-xL ist ein Charakteristikum vom re-
gulierten Zelltod, der über den intrinsischen Apoptose Signalweg abläuft [150, 151]. 
Da dieses bei BA zum größten Teil nicht der Fall ist, BA aber einen apoptotischen 
Zelltod und keinen nekrotischen Zelltod auslöst (Abb. 35), wurde nun die Funktion 
der Caspasen bei dem BA-induzierten Zelltod untersucht. Dafür wurden HCT116 wt 
und HCT116 Bax k.o. Bak k.d. Zellen mit BA in An- und Abwesenheit des Pan-
Caspase-Inhibitors zVADfmk inkubiert. Die Zugabe von zVADfmk führte zu einer na-
hezu vollkommenen Inhibition der BA-induzierten DNA-Fragmentierung (Abb. 35). 
Der Anteil der hypodiploiden Zellen fiel bei den HCT116 wt Zellen von 84,1 % auf 
14,7 % (Abb. 35 A) und von 82,1 % auf 17,6 % bei den HCT116 Bax k.o. Bak k.d. ab 
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Abbildung 35: Inhibition der Betulinsäure-induzierten DNA-Fragmentierung durch ei-
nen Pan-Caspase-Inhibitor.  
HCT116 wt (enthalten Bax und Bak) und Bax/Bak doppelt defiziente HCT116 Zellen (Bax 
k.o., Bak k.d.) wurden mit 5 oder 10 µM Betulinsäure für 48 h inkubiert. Zellen, die mit 10 µM 
BA inkubiert wurden, wurden zusätzlich mit 40 µM zVADfmk (Pan-Caspase-Inhibitor) oder 
DMSO (als Kontrolle) kultiviert. Apoptose wurde durch das Messen der Fragmentierung von 
genomischer DNA mittels Durchflußzytometrie ermittelt. Die Daten sind repräsentativ für drei 
unabhängig durchgeführte Experimente. 
 
In einem letzten Versuch soll nun die Rolle des Apoptosom-Komplexes im Bezug auf 
den BA-induzierten Zelltod untersucht werden. Dafür wurden murine embryonale 
Fibroblasten (MEF) mit BA für 72 h inkubiert und die DNA-Fragmentierung mittels 
Durchflußzytometrie gemessen. MEF Wildtyp (MEF wt), Caspase-9-defiziente (MEF 
Caspase-9 k.o.) und APAF-1-defiziente (MEF Apaf 1 k.o.) Zellen wurden mit BA in 
den angegebenen Konzentrationen behandelt. Der Anteil an hypodiploiden Zellen, 
bei einer BA Konzentration von 20 µM, war in den Wildtyp Zellen am höchsten (MEF 
wt) und sank in den APAF-1-defizienten Zellen auf 52,3 % und in den Caspase-9-
defizienten Zellen sogar auf 27,6 % ab (Abb. 36). Diese Ergebnisse zeigen, dass die 
BA-induzierte Apoptose zum Teil von den Signalkaskaden, die durch das Apoptosom 
ausgelöst werden, abhängig ist. Ebenfalls kann vermutet werden, dass die Caspase-
abhängige Apoptose über einen teils APAF-1 unabhängigen Weg abläuft. 
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Abbildung 36: Inhibition der Betulinsäure-induzierten DNA-Fragmentierung in APAF-1- 
und Procaspase-9-defizienten MEF Zellen.  
MEF Zellen, die den Wildtyp für APAF-1 und Procaspase-9 besitzen, MEFs ohne APAF-1 
(MEF Apaf 1 k.o.) und MEFs von Procaspase-9 k.o. (MEF Caspase-9 k.o.) Mäusen wurden 
für 72 h mit Betulinsäure in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Apoptose wurde 
durch das Messen der Fragmentierung von genomischer DNA mittels Durchflußzytometrie 
ermittelt. Die Daten sind repräsentativ für drei unabhängig durchgeführte Experimente. 
 
Zusammengefasst kann gesagt werden, dass BA-induzierte Apoptose größtenteils 
unabhängig von den anti-apoptotischen Proteinen Bcl-2 und Bcl-xL abläuft. Der Ein-
fluss von Bax und Bak ist in höheren Konzentrationen vergleichbar mit dem von Bcl-2 
und Bcl-xL im Jurkat und BJAB Zellsystem. Weiterhin scheint der BA-ausgelöste Zell-
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4.2.2 In silico Screening mit Betulinsäure als Leitstruktur 
Neben der Untersuchung des Wirkmechanismus wurde mit der Betulinsäure auch ein 
in silico Screening durchgeführt. Eine Moleküldatenbank mit > 4 Millionen Strukturen 
wurde mit BA als Leitstruktur durchsucht, um niedermolekulare Substanzen zu fin-
den, die eine ähnliche biologische Wirkung aufweisen. Die Suche erfolgte unter Be-
achtung von chemischen (2D-) und räumlichen (3D-) Ähnlichkeiten. Eine strukturelle 
Überlagerung, wie sie für alle Moleküle durchgeführt wurde, ist in Abbildung 37 dar-
gestellt. Die Leitstruktur BA (blau) wurde mit der Substanz NP-009993 (grün), die in 
der Datenbank gefunden wurde, überlagert.  
 
Abbildung 37: 3D-Überlagerung von Betulinsäure (blau) und NP-009993 (Grün).  
Rot: Sauerstoffatom. 
 
Die Ergebnisse des in silico Screenings sind in Tabelle 13 gezeigt. Alle Treffer dieser 
Datenbanksuche sind mit der chemischen Struktur (2D), dem korrespondierenden 
Tanimoto-Koeffizienten (TK) und dem 3D-Zähler (% überlagerter Atome * e-rmsd) an-
gegeben. Da ein TK von > 0,85 auch auf eine ähnliche biologische Aktivität hinweist, 
werden die Substanzen Ursolsäure, NP-009909, PHAR040741, BAS1279930, NP-
010362, BN 10953 und NP-009993 im Folgenden weiter untersucht. Obwohl die Mo-
leküle B-0442-B-10 und B-1000-B-09 einen niedrigeren TK aufweisen (0,70 und 
0,61), was auf die strukturellen Unterschiede zwischen Leitstruktur und Treffer zu-
rückzuführen ist, zeigen die 3D-Zähler (~ 57 und 69), dass diese Moleküle vielver-
sprechende Treffer sein könnten (Tab. 13). Außerdem sind Treffer mit abweichendem 
Grundgerüst („scaffold hopper“) sehr erfolgversprechend bei der Suche nach neuen 
Wirkstoffen [17]. 
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Tabelle 13: Ergebnisse des in silico Screenings mit Betulinsäure als Leitstruktur.  
Die Strukturen der Betulinsäure und die Treffer sind als 2D-Struktur dargestellt. Ausserdem 
sind die korrespondierenden Tanimoto-Koeffizienten (TK) und 3D-Zähler (% überlagerter 
Atome * e-rmsd) angegeben. 
 
Anschließend wurden alle in Tabelle 13 aufgeführten Treffer bezüglich der Lipinski-
Regeln untersucht. Die Leitstruktur (Betulinsäure) hat einen logP, der über dem vor-
gegebenen Maximalwert liegt (5,9). Falls ein logP zu hoch ist, kann die Verbindung 
ihre Löslichkeit im Wasser verlieren. Da BA aber ein Naturstoff ist, dem bereits eine 
biologische Aktivität nachgewiesen wurde, ist das in diesem Fall nicht zu befürchten. 
Die meisten Treffer liefern analoge Ergebnisse, wohingegen das Molekül NP-009993 
ein zusätzlich leicht erhöhtes Molekulargewicht aufweist. Die Substanzen B-0442-B-
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10 und B-1000-B-09 haben ein abweichendes Grundgerüst und weisen dementspre-














Betulinsäure 3 2 5,9 456,7 1 
Ursolsäure 3 2 5,9 456,7 1 
NP-009909 3 1 6,1 470,7 1 
PHAR040741 3 2 5,9 456,7 1 
BAS 1279930 3 2 5,9 456,7 1 
NP-010362 3 1 6,1 470,7 1 
BN 10953 4 1 6,2 489,7 1 
NP-009993 4 0 6,4 512,7 2 
B-0442-B-10 4 2 2,9 334,5 0 
B-1000-B-09 3 1 3,1 276,4 0 
Tabelle 14: Auswertung der Betulinsäure und der Analoga bezüglich der Lipinski-
Regeln. 
 
Aufgrund der durchgeführten Untersuchungen wurden keine Treffer ausgeschlossen 
und daher alle gefundenen Strukturen in den nachfolgenden Analysen weiter berück-
sichtigt. 
 
4.2.2.1 Vergleich der Betulinsäure-Analoga mit NCI-Substanzen 
In einem zweiten Schritt wurde ein weiteres Bewertungskriterium für die Treffer des in 
silico Screenings eingeführt. Dafür wurden die Daten des NCI-Projektes verwendet. 
An 60 verschiedenen Tumorzelllinien wurden dort Zytotoxizitätswerte (GI50-Wert, gibt 
die Konzentration einer Substanz an, die eine 50 %ige Wachstumsinhibition von Zel-
len bewirkt) für ~ 40 000 niedermolekulare Substanzen bestimmt. Betulinsäure und 
77 
                                                                                                                      Ergebnisse
die ermittelten Analoga wurden mit diesen Molekülen bezüglich der 2D-Ähnlichkeit 
verglichen. Die ähnlichsten Substanzen aus der NCI-Datenbank zu den Treffern des 
in silico Screenings sind in Tabelle 15 aufgeführt. Eine ähnliche biologische Aktivität 
von Betulinsäure bzw. Analoga und deren korrespondierenden NCI-Substanzen 
scheint wahrscheinlich, da der berechnete TK hoch ist und zwischen 0,88 und 1,0 
variiert.  
 





Betulinsäure 113090 1,0 5,19 
Ursolsäure 167406 1,0 4,61 
NP-009909 167406 0,97 4,61 
PHAR040741 167406 0,98 4,61 
BAS 1279930 660308 0,99 19,85 
NP-010362 167406 0,95 4,61 
BN 10953 628661 0,92 85,91 
NP-009993 167406 0,90 4,61 
B-0442-B-10 35347 0,88 30,42 
B-1000-B-09 25149 0,93 55,00 
Tabelle 15: Treffer des in silico Screenings und die ähnlichsten Substanzen aus dem 
NCI-Projekt.  
Ausserdem sind die korrespondierenden Tanimoto-Koeffizienten (TK) und die GI50 (Konstan-
te für die Hemmung des Zellwachstums)-Werte für die NCI-Substanzen angegeben. 
 
Für jede aufgeführte NCI-Substanz ist ein Profil vorhanden, welches die inhibitori-
sche Wirkung auf die verschiedenen Tumorzelllinien zeigt. In Abbildung 38 (S. 79) ist 
ein repräsentativer Ausschnitt dieses Profils aufgeführt. Anhand eines Farbcodes 
kann die Wirksamkeit des Moleküls abgelesen werden. Je niedriger der GI50-Wert ist, 
desto aktiver ist das Molekül. Ein grüner Balken weist auf einen GI50-Wert zwischen 0 
und 10 µM hin. Die restlichen Farben sind wie folgt unterteilt: gelb: 10-20 µM, orange: 
20-30 µM, rot: 30-60 µM, dunkelrot: 60-100 µM. Danach sind die Substanzen 113090 
(BA) und 167406 (Ursolsäure) sehr wirksam, wohingegen die NCI-Substanzen mit 
den Nummern 660308, 628661, 35347 und 25149 weniger bis gar nicht aktiv sind. 
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Der mittlere GI50-Wert ist in der Tabelle 15 aufgeführt. Die Treffer des in silico Scree-
nings, dessen korrespondierende NCI-Substanzen einen hohen GI50-Wert aufweisen, 
sind angesichts der ähnlichen biologischen Aktivität höchstwahrscheinlich auch inak-
tiv. Dieses trifft auf die Substanzen BAS 1279930, BN 10953, B-0442-B-10 und B-
1000-B-09 zu, da die ähnlichsten NCI-Moleküle einen mittleren GI50-Wert von 19.85, 
85.91, 30.42 und 55.00 µM aufweisen. Da dieses Bewertungskriterium selbst erst 
einmal angewandt wurde, wurden diese Substanzen als Negativkontrolle und zur 
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Abbildung 38: GI50-Werte [µM] der NCI-Substanzen (NSC Nummer).  
Die Balken sind bezüglich der GI50-Werte [µM] eingefärbt: grün: 0-10, gelb: 10-20, orange: 
20-30, rot: 30-60, dunkelrot: 60-100. 
Die folgenden Zelllinien sind auf der x-Achse aufgetragen: 1: CCRF-CEM, 2: MOLT-4, 3: 
A549/ATCC, 4: EKVX, 5: NCI-H226, 6: NCI-H23, 7: NCI-H522, 8: COLO 205, 9: HCC-2998, 
10: HCT-116, 11: HT29, 12: KM12, 13: SW-620, 14: SF-268, 15: SF-539, 16: SNB-75, 17: 
U251, 18: LOX IMVI, 19: MALME-3M, 20: SK-MEL-28, 21: SK-MEL-5, 22: UACC-62, 23: 
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OVCAR-3, 24: OVCAR-4, 25: OVCAR-5, 26: SK-OV-3, 27: CAKI-1, 28: UO-31 (Daten des 
DTP (Developmental Therapeutics Program) vom NCI. Stand: Oktober 2006).  
 
4.2.2.2 In vitro Screening mit den Betulinsäure-Analoga  
Zur Validierung der Ergebnisse der computerbasierten Suche wurden zwei Apoptose-
Experimente durchgeführt, mit denen frühe und späte Zeitpunkte der Apoptose ge-
messen werden können.  
 
 
Abbildung 39: Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials (∆Ψm) durch 
Betulinsäure und deren Analoga in Jurkat A3 Zellen.  
A und B Die Zellen wurden mit Betulinsäure oder deren Analoga (Ursolsäure, NP-009909, 
PHAR040741, NP-010362, NP-009993, BAS1279930, BN 10953, B-0442-B-10, B-1000-B-
09) in den angegebenen Konzentrationen für 48 h inkubiert. Die Daten sind in Prozent an 
Zellen, die ein erniedrigtes mitochondriales Membranpotential (∆Ψm) aufweisen, angegeben. 
Diese Zellen befinden sich in der frühen Phase der Apoptose. Die Daten sind repräsentativ 
für drei unabhängig durchgeführte Experimente. 
 
Beim ersten Experiment wurde der Zusammenbruch des mitochondrialen Membran-
potentials in Jurkat A3 Zellen gemessen. Die Zellen wurden 48 h mit BA und deren 
Analoga inkubiert und anschließend mittels Durchflußzytometrie auf Einzelzellniveau 
gemessen. Betulinsäure, Ursolsäure und PHAR040741 zeigten den stärksten Effekt 
auf das mitochondriale Membranpotential. Bereits bei Zugabe von 20 µM der ent-
sprechenden Substanz wurde der Anteil der Zellen, deren mitochondriales Memb-
ranpotential erniedrigt war, auf > 60 % erhöht (Abb. 39 A). Bei einer Konzentration 
von 40 µM wurde bei den Substanzen NP-009909, NP-010362 und NP-009993 eine 
signifikante Erhöhung der Zellen, die sich im frühen Stadium der Apoptose befanden, 
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gemessen (Abb. 39 A), wohingegen die Substanzen BAS1279930, BN10953, B-
0442-B-10 und B-1000-B-09, auch bei einer Konzentration von 40 µM, keinen Effekt 
zeigten (Abb. 39 B). 
 
Abbildung 40: Messung der Fragmentierung von genomischer DNA mittels Durchfluß-
zytometrie durch Betulinsäure und deren Analoga. 
Jurkat A3 Zellen wurden 72 h in den angegebenen Konzentrationen mit den Zytostatika in-
kubiert. Die Ergebnisse sind in Prozent an hypodiploiden Zellen angegeben, die die Anzahl 
der apoptotischen Zellen angeben. Analoga: Ursolsäure, NP-009909, PHAR040741, NP-
010362, NP-009993, BAS1279930, B-1000-B-09. Die Daten sind repräsentativ für drei un-
abhängig durchgeführte Experimente. 
 
Analog zu den Ergebnissen des Experiments zur Bestimmung des mitochondrialen 
Membranpotentials zeigten die Substanzen Betulinsäure, Ursolsäure, NP-009909, 
PHAR040741, NP-010362 und NP-009993, bei einer Zugabe von 20 oder 40 µM (> 
60 %), einen signifikanten Anstieg in der Anzahl an hypodiploiden (apoptotischen) 
Zellen (Abb. 40 A). Da die Substanzen BAS1279930, B-1000-B-09, BN 10953 und B-
0442-B-10 keine Wirkung auf das mitochondriale Membranpotential zeigten, wurde 
die Messung der Fragmentierung von genomischer DNA nur noch mit BAS1279930 
und B-1000-B-09 durchgeführt. Bei einer Zugabe von 40 µM dieser Substanzen zeig-
te sich lediglich eine Apoptoserate von ~ 15 % (Abb. 40 B).  
Die experimentelle Validierung zeigt, dass fünf von neun gefundenen Betulinsäure-
Analoga signifikant Apoptose in Jurkat A3 Zellen auslösen. Außerdem konnte gezeigt 
werden, dass die Analoga, die durch den Vergleich mit den NCI-Substanzen als mög-
licherweise inaktiv identifiziert wurden, auch keinen Effekt in den Jurkat A3 Zellen 
zeigten. 
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4.3 BCL-2-INHIBITOREN UND PHOTOSCHALTER 
4.3.1 In silico Screening mit BH3I-1 und BH3I-2 als Leitstrukturen 
Im dritten Modellprojekt wurden in silico Screenings mit den aus der Literatur be-
kannten Bcl-2-Inhibitoren BH3I-1 und BH3I-2 [101] als Leitstrukturen in der Inhouse-
Datenbank durchgeführt, um neue, effektivere niedermolekulare Substanzen zu iden-
tifizieren. In Abbildung 41 sind die Leitstrukturen und die dazugehörigen Konformere 
dargestellt. Beide Leitstrukturen weisen eine hohe Anzahl an Wasserstoffakzeptoren 
auf, die auf eine hohe Reaktivität des Moleküls schließen lassen. 
 
 
Abbildung 41: 3D-Strukturen der Bcl-2-Inhibitoren und die dazugehörigen Konformere.  
Die bereits bekannten Bcl-2-Inhibitoren A BH3I-1 und B BH3I-2 wurden als Leitstrukturen für 
eine in silico Screening verwandt. Die Atome sind folgendermaßen gefärbt: grau: Kohlenstoff, 
lila: Brom, gelb: Schwefel, rot: Sauerstoff, blau: Stickstoff, grün: Chlor, hellblau: Jod. 
 
Die Ergebnisse des in silico Screenings und das Eigenschaftsprofil, bezogen auf die 
Lipinski-Regeln, sind in Tabelle 16 dargestellt. Alle Treffer weisen einen TK oberhalb 
des Grenzwertes von 0,85 auf. Da der TK für das Molekül 1S-55243 mit einem Wert 
von 0,86 (Tab. 16) sehr niedrig ist, wurde dieses Molekül vorerst nicht weiter unter-
sucht. Weiterhin wurden die Moleküle A0746-0034828 und A2862-0120683 von den 
weiteren Untersuchungen ausgeschlossen, da die Auswertung bezüglich der Li-
pinski-Regeln ergeben hat, dass die Anzahl der Wasserstoffdonoren über dem vor-
gegebenen Grenzwert liegt (Lipinski-Regeln: Anzahl der Wasserstoffdonoren < 5; 
A0746-0034828: 6, A2862-0120683: 7) (Tab. 16). 
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Tabelle 16: Ergebnisse des in silico Screenings mit BH3I-1 und BH3I-2 als Leitstruktu-
ren. 
Die Moleküle sind als 2D-Struktur dargestellt, zusammen mit dem Tanimoto-Koeffizienten 
(TK) und der Auswertung bezüglich der Lipinski-Regeln (Molekulargewicht, logP, Wasserstof-
fakzeptoren, Wasserstoffdonoren). Die Moleküle, die grau unterlegt sind, werden in den 
nachfolgenden Untersuchungen nicht mehr berücksichtigt.  
 
Um eine Aussage über die Bindungsaffinität der vier verbliebenen Substanzen zu 
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4.3.2 Docking der Treffer aus dem in silico Screening 
Von jeder Substanz wurden 50 verschiedene Konformere an die Bindungsseite des 
anti-apoptotischen Proteins Bcl-xL gedockt. Als Referenzligand wurde die BH3-Helix 
des pro-apoptotischen Proteins Bak verwendet (PDB-code: 1BXL). Die Docking-
Ergebnisse in Tabelle 17 zeigen, dass die Substanzen BAS 0536121 und BAS 
0289097 einen höheren (besseren) GOLDScore besitzen als die dazugehörigen Leit-
strukturen, was auf eine bessere Bindungsaffinität zum Targetprotein schließen lässt, 
wohingegen die GOLDScores für 3S-91283 und 3S-12317 einen sehr viel schlechte-
ren GOLDScore aufweisen. Weiterhin wurde die Bindungsenergie (∆Gbinding) für jede 
Substanz berechnet und die Ergebnisse stimmen mit denen des GOLDScores über-
ein. BAS 0536121 und BAS 0289097 haben eine ähnliche, vorhergesagte ∆Gbinding 
wie die Leitstrukturen (BH3I-1: -25,59 kJ/mol, BAS0536121: -23,49 kJ/mol, BH3I-2: -
38,83, BAS 0289097: -35,11 kJ/mol) (Tab. 17). Die Bindungsenergien von 3S-91283 
und 3S-12317 sind, im Vergleich mit den Leitstrukturen, schlechter (3S-91283:            
-13,52 kJ/mol, 3S-12317: -19,81 kJ/mol) (Tab. 17). 
 
Name GOLDScore ∆Gbinding [kJ/mol] 
BH3I-1 50,47 -25,59 
BAS 0536121 52,49 -23,49 
3S-91283 -122,04 -13,52 
3S-12317 -53,88 -19,81 
BH3I-2 51,33 -38,83 
BAS 0289097 53,31 -35,11 
Tabelle 17: GOLDScore und ∆Gbinding für BH3I-1, BH3I-2 und Analoga.  
Die Berechnung wurde mit dem Docking-Programm GOLD durchgeführt. Die Moleküle, die 
grau unterlegt sind, werden in den nachfolgenden Untersuchungen nicht mehr berücksichtigt  
 
In den Abbildungen 42 und 43 sind die Ergebnisse des Dockings der Bcl-2-
Inhibitoren und deren Analoga an die Bindungsseite von Bcl-xL graphisch dargestellt. 
Die Bindung des Referenzliganden an die hydrophobe Grube von Bcl-xL, die von den 
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Domänen BH1, BH2 und BH3 gebildet wird, wurde in der Literatur mittels NMR Un-
tersuchungen nachgewiesen [101, 152] (Abb. 42 E).  
 
Abbildung 42: Docking-Ergebnisse von BH3I-1 und Analoga. 
Die Moleküle A BH3I-1 B BAS 0536121 C 3S-91283 und D 3S-12317 wurden an das anti-
apoptotische Protein Bcl-xL gedockt (PDB-code: 1BXL). Als Referenzligand diente die BH3 
Helix von Bak (E). Für das Docking wurde das Programm GOLD verwendet.  
 
BH3I-1 bindet im oberen Teil der Bindungstasche (Abb. 42 A), wohingegen das Ana-
logon BAS 0536121 im unteren Teil (Abb. 42 B) bindet, welcher ebenfalls durch die 
Leitstruktur BH3I-2 und dessen Analogon BAS 0289097 (Abb. 43) abgedeckt wird. 
Die Abbildungen 42 C und D zeigen die Bindung von 3S-91283 und 3S-12317, die 
jeweils nur an einen kleinen Bereich des unteren oder des oberen Teils der Bin-
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Abbildung 43: Docking-Ergebnisse von BH3I-2 und Analogon. 
Die Moleküle A BH3I-2 und B BAS 0289097 wurden an das anti-apoptotische Protein Bcl-xL 
gedockt (PDB-code: 1BXL). Als Referenzligand diente die BH3 Helix von Bak. Für das Do-
cking wurde das Programm GOLD verwendet. 
 
Folglich wurden die Moleküle 3S-91283 und 3S-12317 bei den experimentellen Ver-
suchen nicht weiter untersucht. BH3I-1 und dessen Analogon BAS 0536121, sowie 
BH3I-2 und dessen Analogon BAS 0289097, werden derzeit in vitro (durchgeführt 
von N. Gebhardt) getestet (Abb. 44). Erste Ergebnisse haben gezeigt, dass die Ana-
loga BAS0536121 und BAS0289097 wirksam Apoptose in verschiedenen Zelllinien 
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Abbildung 44: 3D-Strukturen der Bcl-2-Inhibitoren und deren Analoga.  
A BH3I-1 B BAS 0536121 C BH3I-2 D BAS 0289097. Die Atome sind folgendermaßen ge-
färbt: grau: Kohlenstoff, lila: Brom, gelb: Schwefel, rot: Sauerstoff, blau: Stickstoff, grün: 
Chlor, hellblau: Jod. 
 
4.3.3 Gezielte Apoptoseinduktion durch Photoschalter 
4.3.3.1 Erstellung des Modells 
Niedermolekulare Substanzen, die eine lichtinduzierte Konformationsänderung auf-
weisen, können direkt als Inhibitoren für Proteine verwendet werden [109] oder an 
die Aminosäuren-Seitenketten eines Peptides binden und somit als Modulator die-
nen, was in diesem Projekt durchgeführt werden sollte. Dafür wurde an die α-helikale 
BH3-Domäne des pro-apoptotischen Proteins Bid, welches für die Bindung an die 
hydrophobe Grube der anti-apoptotischen Bcl-2-Familienmitglieder benötigt wird, der 
Photoschalter Hemithioindigo synthetisiert. Dieser Photoschalter sollte in der cis-
Konformation eine Stabilität der BH3 Helix gegenüber dem proteolytischen Abbau 
gewährleisten und durch Bestrahlung mit definierter Wellenlänge in die trans-
Konformation übergehen, wodurch eine partielle Auflösung der helikalen Struktur und 
somit auch eine Inaktivierung herbeigeführt werden sollte (Abb. 45). Eine Helix, die 
die Funktionen des pro-apoptotischen Bid nachahmt und gezielt aktiviert bzw. inakti-
viert werden kann, sollte entstehen. Die Originalsequenz wurde an zwei Positionen 
(Q94DAP, S98D; Q: Glutamin, DAP: Diaminopropionsäure, S: Serin, D: Asparagin-
säure), die für den Einbau von Hemithioindigo notwendig waren, verändert. Damit die 
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Bindungseigenschaften der BH3-Domäne nicht beeinträchtigt werden, wurden die 
Aminosäuren an der Stelle 94 und 98 ausgewählt, da sie sich auf der Seite der Helix 
befinden, die der Bindungsregion gegenüber liegt. Außerdem haben diese Aminosäu-
ren die räumliche Entfernung zueinander, die für den Einbau von Hemithioindigo be-
nötigt wurde. Es wurde ein Modell gebaut, bei dem eine Peptidbindung zwischen der 
Carboxylgruppe und der Aminogruppe von Hemithioindigo und DAP oder Asparagin-
säure und Hemithioindigo hergestellt wurde (Modell von E. Michalsky). 
 
Abbildung 45: Modell des α-helikalen BH3-Peptides aus dem pro-apoptotischen Prote-
in Bid mit eingebautem Photoschalter (Hemithioindigo).  
Die Struktur der Helix wird bei cis-Konformation des Photoschalters stabilisiert und bei trans-
Konformation des Photoschalters instabilisiert. Durch Bestrahlung mit angegebener Wellen-
länge können die Konformationen ineinander überführt werden. Die Sequenz wurde bei den 
folgenden Aminosäure verändert: Q94DAP und S98D. (Modell von E. Michalsky) 
 
4.3.3.2 Experimentelle Untersuchung der schaltbaren BH3-Helix 
In einem ersten Versuch sollte untersucht werden, ob der Einbau des Photoschalters 
eine Stabilisierung der BH3-Helix bewirkt. Das Peptid ohne Hemithioindigo und mit 
Hemitihioindigo wurde in verschiedenen Konzentrationen mit Jurkat A3 Zellen für 
20 h inkubiert. Eine Annexin-V-FITC / PI Doppelfärbung wurde durchgeführt, wobei 
Annexin V an Phosphatidylserin bindet, welches in der frühen Phase der Apoptose 
von der inneren zur äußeren Seite der Plasmamembren transloziert wird. Damit die 
Bindung sichtbar gemacht werden kann, wird Annexin V mit FITC markiert. Parallel 
wurden die Zellen mit PI gefärbt. Lebende Zellen weisen keine Färbung auf (FITC-
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/PI-), apoptotische Zellen sind positiv für FITC (FITC+/PI-) und nekrotische Zellen sind 
doppelt gefärbt (FITC+/PI+). Die Ergebnisse in Abbildung 46 zeigen, dass bei einer 
Konzentration von 50 µM die Anzahl an apoptotischen Zellen ohne den stabilisieren-
den Photoschalter bei 18,4 % liegt, wohingegen die Anzahl an apoptotischen Zellen 
durch die stabilisierende Wirkung des Photoschalters auf 45 % ansteigt. Weiterhin ist 
zu erkennen, dass ein apoptotischer und kein nekrotischer Zelltod ausgelöst wurde 
[153].  
 
Abbildung 46: Annexin-V-FITC / PI-Doppelfärbung mit der BH3-Helix in Jurkat A3 Zel-
len. 
Die BH3-Helix, die zur Stabilisierung einen eingebauten Photoschalter (ohne Bestrahlung, 
sowohl cis- als auch trans-Konformation liegen vor) besitzt, und die ursprüngliche Helix ohne 
Stabilisierung wurden für 20 h in den angegebenen Konzentrationen mit Jurkat A3 Zellen 
inkubiert. Anschließend wurde der Zelltod auf Einzelzellniveau durch Bindung von Annexin-
V-FITC und Gegenfärbung mit Propidiumjodid untersucht. Das Balkendiagramm zeigt die 
prozentuale Verteilung von lebenden, apoptotischen und nekrotischen Zelle nach der Be-
handlung mit dem Peptid. 
 
Um zu zeigen, dass durch Bestrahlung eine gezielte Aktivierung des Peptides ausge-
löst werden kann, wurde die schaltbare BH3 Helix entweder mit Licht der Wellenlän-
ge 406 nm (cis  trans, instabil/inaktiv) oder mit Licht der Wellenlänge 480 nm (trans 
 cis, stabil/aktiv) bestrahlt, wodurch der Photoschalter in die jeweilige Konformation 
überführt werden kann. Nach Zugabe der geschalteten Helix zu Jurkat Bcl-2 Zellen in 
den angegebenen Konzentrationen wurden diese für 48 h inkubiert. Jeweils nach 12 
h wurden die Zellen erneut bestrahlt, damit die Helix in dem gewünschten Zustand 
bleibt. Nach der Inkubation wurde die Fragmentierung von genomischer DNA mittels 
Durchflußzytometrie auf Einzelzellniveau gemessen. In Abbildung 47 ist ein deutli-
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cher Unterschied in der Anzahl an hypodiploiden Zellen zwischen der aktivierten und 
inaktivierten Helix erkennbar. Während die inaktive Helix bei einer Konzentration von 
50 µM eine Apoptoserate von 27 % aufweist, liegt die Anzahl der apoptotischen Zel-
len bei der aktivierten Helix bei 70 %. Die Kontrollzellen (ohne BH3-Helix), die auch 
mitbestrahlt wurden, damit eine Schädigung der Zellen durch die Bestrahlung ausge-
schlossen werden konnte, zeigten eine Apoptoserate von ~ 3 % (Daten nicht ge-
zeigt).  
 
Abbildung 47: DNA-Fragmentierung nach Aktivierung bzw. Inaktivierung der BH3-
Helix. 
Durch Bestrahlung mit definierten Wellenlängen wurde die BH3-Helix aktiviert bzw. inaktiviert 
und anschließend in den angegebenen Konzentrationen zu Jurkat Bcl-2 Zellen gegeben. 
Nach einer Inkubation von 48 h wurde die Fragmentierung von genomischer DNA mittels 
Durchflußzytometrie auf Einzelzellniveau für die aktivierte bzw. inaktivierte BH3-Helix unter-
sucht. Die Ergebnisse sind in Prozent an hypodiploiden Zellen angegeben, die die Anzahl 
der apoptotischen Zellen angeben. Die Daten sind repräsentativ für drei unabhängig durch-
geführte Experimente. (Durchgeführt in Zusammenarbeit mit J. Hoßbach und I. Jäger) 
 
Diese ersten Ergebnisse zeigen, dass eine gezielte Apoptoseinduktion durch den 
Einbau eines Photoschalters an die Aminosäuren-Seitenketten der α-helikalen BH3-
Domäne des pro-apoptotischen Proteins Bid funktioniert, was neue Möglichkeiten in 
der Medikamentenentwicklung gegen Krebs eröffnet, da eine lokale Aktivierung durch 
Bestrahlung ermöglicht wird. Hierdurch können unspezifische Apoptoseeffekte in 
normalen, Nicht-Tumorzellen, vermindert werden. 
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5 DISKUSSION 
Derzeit dauert es durchschnittlich 10 – 15 Jahre, um ein neues Medikament in den 
USA zur Marktreife zu bringen und z.B. die Zulassung durch die US-
Arzneimittelbehörde FDA (Food and Drug Administration) zu erhalten. Eine aktuelle 
Studie aus den USA zeigt, dass jedes neue Medikament etwa 1 Mrd € kostet. Von 
5 000 getesteten Substanzen kommen nur fünf bis zum Stadium der klinischen Er-
probung an Menschen. Am Ende wird von diesen fünf nur eine zugelassen. Im Zeital-
ter der computerbasierten Medikamentenentwicklung ist es ein großes Ziel, die Zeit 
und Kosten für die Entwicklung neuer Wirkstoffe zu verkürzen. 
Der Fokus dieser Arbeit wurde auf apoptoseinduzierende Substanzen gelegt, die zur 
Entwicklung neuer Krebstherapeutika von großer Bedeutung sind. Im Rahmen von 
drei Modellprojekten wurden computerbasierte Methoden verwendet und entwickelt, 
deren Vorhersagen durch experimentelle Versuche validiert wurden. Es wurden neue 
Substanzen gefunden, die Apoptose in Tumorzellen induzieren und damit als neue 
Leitstrukturen oder mit Hilfe von Optimierungsprozessen in weitere Stufen der Ent-
wicklung eintreten könnten. 
 
5.1 NEUE KINASEINHIBITOREN INDUZIEREN APOPTOSE IN 
TUMORZELLEN UND HEMMEN DIE ANGIOGENESE 
Dass Curcumin und Emodin die Kinaseaktivität der CSN-assoziierten-Kinasen hem-
men können und dadurch den Ubiquitin- und Proteasom-abhängigen Abbau von c-
Jun induzieren, wurde bereits beschrieben [39, 48]. Außerdem wurde die Stabilisie-
rung des Tumorsuppressores p53 gegenüber dem Ubiquitin-System durch die Zuga-
be von Curcumin gezeigt [44]. Der daraus resultierende Anstieg der p53-
Konzentration führte zu einem massiven Zelltod der Tumorzellen [141, 142]. Daher 
ist besonders in Tumorzellen, die den Wildtyp von p53 exprimieren, eine Erhöhung 
des intrazellulären p53-Spiegels von möglicher therapeutischer Bedeutung.  
Sowohl die Reduktion von c-Jun, als auch der Anstieg der p53-Konzentration, sind 
für die Tumortherapie ein wichtiger Aspekt und können durch die Inhibition der CSN-
assoziierten-Kinasen CK2 und PKD erreicht werden. Durch eine computerbasierte 
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Datenbanksuche sollten neue effektive Inhibitoren für diese Kinasen gefunden wer-
den. Als Leitstrukturen wurden Curcumin und Emodin verwendet, die mit etwa vier 
Millionen Strukturen aus einer Kleinstrukturdatenbank, bezüglich ihrer chemischen 
und strukturellen Eigenschaften, verglichen wurden. Im Gegensatz zu Hochdurch-
satzmethoden (HTS, High-throughput Screening) ermöglicht das in silico Screening 
den Ausschluss einer großen Anzahl von Molekülen, bevor sie experimentell getestet 
werden. Solche HTS Methoden werden oft angewendet und entsprechende Systeme 
können bis zu 125 000 Strukturen am Tag testen, wobei diese Experimente nicht sehr 
unproblematisch sind [154, 155]. Der Zeit- und Kostenaufwand für diese Versuche ist 
immens und es ist sehr schwierig, falsch-positive Treffer aus der großen Datenmen-
ge herauszufiltern [154]. Bei der hier durchgeführten virtuellen Suche wurden 35 Mo-
leküle identifiziert, die als vielversprechende Kandidaten für die Inhibition der CSN-
assoziierten-Kinasen eingestuft wurden. Zusätzlich wurden die Treffer im Bezug auf 
die Lipinski-Regeln und toxikologischer Merkmale untersucht, wobei dadurch keine 
Treffer ausgeschlossen wurden. Von diesen 35 Treffern hatten 7 einen inhibitorischen 
Effekt auf die rekombinanten Enzyme CK2 und PKD, sowie auf die Kinaseaktivität 
des CSN-Komplexes. Demnach lag die Trefferquote für das in silico Screening bei 
20 %, wohingegen die Trefferquote für Hochdurchsatzmethoden durchschnittlich bei 
2 % liegt [156].  
Aufgrund der unterschiedlichen Grundgerüste der Leitstrukturen konnten die Treffer 
in zwei Gruppen unterteilt werden. Somit ergaben sich drei Treffer aus der Suche mit 
Curcumin und vier Treffer aus der Suche mit Emodin, die sowohl in Versuchen mit 
den rekombinanten Proteinen, als auch in Zellexperimenten biologisch aktiv waren. 
Die strukturellen Unterschiede führten auch zu den unterschiedlichen Affinitäten im 
Bezug auf die Inhibition der beiden Kinasen. Während die Curcumin-ähnlichen Sub-
stanzen einen wesentlich niedrigeren IC50-Wert für die Hemmung der PKD aufwie-
sen, waren die Emodin-ähnlichen Substanzen bessere Inhibitoren für die CK2. Aus 
der Literatur ist Emodin als kompetitiver CK2 Inhibitor, der an die ATP-Bindungsstelle 
des Enzyms bindet, bekannt (PDB-Code: 1F0Q) [157, 158]. Docking-Simulationen 
haben ergeben, dass die Gruppe der Curcumin-ähnlichen ebenfalls an diese Stelle 
binden kann und identische Bindungsenergien wie Emodin aufweisen. Da auch die 
Effekte von Curcumin, wie man es bei einem kompetitiven Inhibitor erwarten würde, 
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reversibel sind [48], kann man abschließend vermuten, dass die gefundenen Treffer 
ebenfalls mit ATP um die ATP-Bindungsstelle konkurrieren. Obwohl die ATP-
Bindungsstelle bei Kinasen hoch konserviert ist [159], variiert sie doch so stark, dass 
strukturelle Unterschiede bei den Inhibitoren auch eine unterschiedliche Affinität für 
die CSN-assoziierten-Kinasen hervorrufen. Da jedoch alle Inhibitoren die Kinaseakti-
vität von PKD und CK2 hemmen können und bei Docking-Untersuchungen auch für 
alle Inhibitoren ähnliche Bindungsenergien wie für Emodin berechnet wurden, kann 
man bei der Hemmung des CSN-Komplexes von einem additiven Effekt ausgehen. 
Dieses wird auch durch die IC50-Werte gestützt, die bei der Hemmung des CSN-
Komplexes in den meisten Fällen niedriger waren als bei den rekombinanten Protei-
nen. In den durchgeführten Zellversuchen wurde gezeigt, dass durch die Zugabe der 
Inhibitoren eine Reduktion der c-Jun- und eine Erhöhung der p53-Konzentration auf-
trat, was einen massiven Zelltod und eine stark verminderte Vitalität der Zellen zur 
Folge hatte. 
Anhand der erhobenen Daten kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass 
die getesteten Substanzen ihre pro-apoptotische Wirkung unabhängig vom CSN und 
p53 entfalten. Curcumin inhibiert beispielsweise die NF-κB Aktivierung, wodurch   
ebenfalls Apoptose ausgelöst wird [160]. Zudem ist die genaue Funktion von c-Jun 
bei der Auslösung von Apoptose nicht geklärt, aber niedrige Konzentrationen von c-
Jun, wie sie in den durchgeführten Versuchen gemessen wurden, könnten ebenfalls 
zur Auslösung des Apoptose Programms beitragen (vgl. mit [45]). In jedem Fall sti-
muliert die Zugabe der Substanzen den apoptotischen Zelltod in Tumorzellen, was 
dem Einsatz in der Tumortherapie sehr zuträglich ist. Aufgrund seiner effektiven Wir-
kung in Tumorzellen ist Curcumin bereits in Phase I der klinischen Studien und die 
Daten befürworten einen baldigen Start der Phase II [161]. Tierversuchsstudien, für 
den im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Treffer BTB14431, sind bereits bewilligt 
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5.2 BETULINSÄURE LÖST APOPTOSE UNABHÄNGIG VON DEN  
PROTEINEN DER BCL-2-FAMILIE AUS 
Betulinsäure (BA) ist eine pentazyklische Triterpen-Carbonsäure, die als Phytoalexin 
hauptsächlich in der Rinde vieler verschiedener Pflanzen vorkommt. Seit langem ist 
BA als potentielles Krebsmedikament, das Apoptose über den mitochondrialen Sig-
nalweg auslöst, bekannt. Der Wirkmechanismus ist jedoch weitestgehend ungeklärt. 
Viele Krebstherapeutika wirken auf diesen intrinsischen Apoptoseweg über die Regu-
lation der BH3-only Proteine, die lediglich die Bcl-2 Homologie-Domäne 3 enthalten 
[68]. Durch Hochregulation oder posttranslationale Modifikation der BH3-only Protei-
ne werden die pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine Bax und Bak aktiviert, was zu einer 
Konformationsänderung und einer Oligomerisierung in der äußeren Mitochondrien-
membran führt. Dadurch kommt es zur Permeabilisierung der mitochondrialen 
Membran, dem Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und der 
Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren, wie z.B. Cytochrom c aus dem Inter-
membranraum. Dieses führt zur Bildung des Apoptosom Komplexes mit APAF-1 und 
Procaspase-9, die dadurch aktiviert und prozessiert wird, und dadurch die Caspase-
Kaskade aktiviert [163]. Smac/Diablo, als zweiter mitochondrialer Aktivator von 
Caspasen, interagiert mit den Inhibitor von Apoptose Proteinen (IAPs) und verhindert 
deren Bindung an aktivierte Caspasen. Weiterhin kann Smac den Ubiquitin Ligase 
Aktivitäten von IAPs entgegenwirken, was ebenfalls zur Apoptose auslösenden Fä-
higkeit von Smac beitragen kann [164]. Die Aktivierung der Mitochondrien wird durch 
anti-apoptotische Bcl-2-Familienmitglieder gehemmt, welche die BH3-only Proteine 
und die Bcl-2-Homologen pro-apoptotischen Bax und Bak binden und inaktivieren 
können [68, 73, 149, 165].  
In diesem Projektteil wurde untersucht, ob BA den mitochondrialen Apoptoseweg ü-
ber eine regulierte Cytochrom c Freisetzung und Caspase-Aktivierung induziert, die 
durch Bcl-2 inhibierbar ist und eine Bax/Bak-aktivierte Permeabilisierung der mito-
chondrialen Membran aufweist. Es wurde die Hemmung des BA-induzierten Zelltods 
durch Bcl-2 oder Bcl-xL in drei unabhängigen Zellsystemen untersucht. Bei einer 
Konzentration von 10 % BA wurde der BA-induzierte Zelltod in Jurkat Zellen durch 
Bcl-2 gehemmt. Der Effekt von Bcl-xL war in BJAB Zellen analog, wohingegen in Jur-
kat Zellen keine Inhibition durch Bcl-xL festgestellt werden konnte. Jedoch war der 
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Hauptteil des BA-induzierten Zelltodes weder durch Bcl-2, noch durch Bcl-xL hemm-
bar. 
In drei adhärenten Zelllinien (DU145 Prostatakarzinom, HCT116 Kolonkarzinom und 
murine embryonale Fibroblasten (MEF)) wurde die Abhängigkeit von Bax und Bak, 
bezogen auf den Zelltod, der durch BA ausgelöst wird, untersucht. Die Abwesenheit 
von Bax in DU145 Zellen hatte keinen Einfluss auf die DNA-Fragmentierung und die 
Erniedrigung des mitochondrialen Membranpotentials. Im Gegensatz dazu wurde in 
HCT116 Zellen festgestellt, dass durch den Verlust von Bax eine leichte Desensibili-
sierung der Zellen gegenüber BA stattgefunden hat. Um auszuschließen, dass Bak 
den BA-induzierten Zelltod vermittelt, wurde die Funktion von Bak in Bax positiven 
oder negativen HCT116 Zellen, die eine shRNA gegen Bak exprimieren, untersucht. 
Dadurch, dass die Expression von Bak runterreguliert wurde, wurde ein Effekt, der 
dem bei Verlust von Bax ähnlich war, festgestellt. Dennoch war auch hier zu erken-
nen, dass die Mehrheit des BA-induzierten Zelltods unabhängig von Bax und Bak 
war.  
Somit zeigte sowohl die Überexpression von Bcl-2 oder Bcl-xL, als auch der Verlust 
von Bax und Bak, einen geringen Effekt auf den BA-induzierten Zelltod. Der durch BA 
ausgelöste Zelltod scheint demzufolge weitestgehend unabhängig von der Bcl-2-
Proteinfamilie zu sein. Ob BA den Zelltod über die Aktivierung eines regulierten Sig-
nalwegs auslöst oder einfach toxisch wirkt, musste nun weiter untersucht werden. 
Untersuchungen bezüglich der Annexin V-Bindung, der Fragmentierung von genomi-
scher DNA und der Zellmorphologie, deuteten auf eine Aktivierung von Caspasen 
hin. Da durch die Hemmung der Pan-Caspasen mit zVAD-fmk fast der gesamte BA-
induzierte Zelltod inhibiert wurde, konnte die Auslösung eines apoptotischen und 
nicht nekrotischen Zelltods durch BA bestätigt werden.  
Frühere Untersuchungen in FADD/Caspase-8-defizienten Jurkat Zellen haben ge-
zeigt, dass BA einen Todesrezeptor unabhängigen Zelltod auslöst [97]. In MEF Zellen 
wurde im vorliegenden Projekt bei Verlust von Caspase-9 eine Minderung der BA-
induzierten Apoptoserate festgestellt, was zur Annahme führt, dass das Apoptosom 
eine Rolle im BA-induzierten Zelltod spielt. Der Verlust von APAF-1 in MEF Zellen 
zeigte jedoch nur teilweise eine Minderung in der durch BA hervorgerufenen Apopto-
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serate. Daher scheint nur ein Teil der BA-induzierten Caspase-Aktivierung durch das 
Apoptosom vermittelt zu werden.  
Eine Bax/Bak-unabhängige Aktivierung von den Caspasen-9/-3 könnte durch eine 
BA-induzierte Freisetzung von Smac hervorgerufen werden. Eine ähnliche 
Bax/Bak/Bcl-xL unabhängig ausgelöste Apoptose wurde bei einer ektopischen Ex-
pression von Smac beobachtet [166]. Durch eine adenovirale Expression von Smac 
in HCT116 und DU145 Zellen wird Apoptose in Bax-defizienten DU145 und HCT116 
Zellen unabhängig von einer Bcl-xL Überexpression ausgelöst. Desweiteren ist der 
Smac-induzierte Zelltod abhängig von der Anwesenheit von Caspase-3, was analog 
zu der essentiellen Anwesenheit von Caspase-9 im vorliegenden Projekt ist. Die di-
rekte Aktivierung des post-mitochondrialen Zelltod Signalweges kann auch erklären, 
warum BA, im Gegensatz zu ionisierender Strahlung oder DNA-schädigenden 
Krebsmedikamenten, die durch die Aktivierung von Bax wirken [167, 168, 169, 170], 
nur einen additiven Effekt zeigt, wenn es mit dem Todesliganden TRAIL kombiniert 
wird [171]. Die mitochondrial ausgelöste Caspase-Aktivierung kann zu einer Amplifi-
kationsschleife führen, die wiederum eine Aktivierung von Bid durch Caspase-3 aus-
löst, was zu einer zweiten Aktivierung von Bax und Bak führt und durch Bcl-2 inhibiert 
werden kann [148, 172]. Dadurch könnte auch die partielle Inhibition der BA-
induzierten Apoptose durch Bcl-2 und Bcl-xL in Jurkat und BJAB Zellen und die par-
tielle Abhängigkeit von Bax und Bak in HCT116 Zellen erklärt werden.  
Die Tatsache, dass BA Apoptose in einer weitestgehend Bax/Bak unabhängigen Art 
und Weise auslöst, ist positiv zu bewerten, da in humanen Krebszellen häufig kein 
Bax vorkommt und Bak durch anti-apoptotische Proteine wie Bcl-xL, Mcl-1 [165] und 
nicht der Bcl-2-Familie zugehörigen Proteine wie VDAC2 [173] inhibiert ist. Jedoch 
muss in weiteren Untersuchungen getestet werden, ob ein nicht regulierter Eingriff 
einer niedermolekularen Struktur in den mitochondrialen Signalweg für den Einsatz 
als Krebstherapeutikum in Betracht kommt. Besonders die unspezifische Aktivierung 
solcher Vorgänge in nicht malignen Zellen, wie z.B. den hier untersuchten MEF Zel-
len, muss untersucht werden. 
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5.3  IDENTIFIZIERUNG NEUER BETULINSÄURE-ANALOGA 
DURCH DEN VERGLEICH MIT BEKANNTEN GI50 PROFILEN 
In einem weiteren Schritt sollten für den Naturstoff Betulinsäure (BA), mittels compu-
terbasierter Methoden, neue Analoga gefunden und experimentell validiert werden. 
BA löst in einer Vielzahl von Tumorzelllinien Zelltod aus und ein zytotoxischer Effekt 
ist für verschiedene Erkrankungen bereits beschrieben worden [174, 175, 176, 177], 
wodurch es zu einem vielversprechenden Krebstherapeutikum wird [96].  
In einem ersten Schritt wurden, via 2D- und 3D-Ähnlichkeitssuchen mit BA als Leit-
struktur, neun niedermolekulare Substanzen identifiziert. Das Grundgerüst von BA 
wurde von sieben Treffern imitiert, wobei zwei gefundene Substanzen ein neues 
Grundgerüst aufwiesen und als „scaffold hopper“ für die Entwicklung neuer Wirkstof-
fe besonders interessant sind [17, 18]. Da eine 2D-Ähnlichkeitssuche die chemischen 
Eigenschaften von Molekülen vergleicht und „scaffold hopper“ nur über einen struktu-
rellen Vergleich (3D-Ähnlichkeitssuche), bei der die räumliche Anordnung berücksich-
tig wird [15], gefunden werden können, ist eine Kombination aus 2D- und 3D-Suche, 
wie es in dieser Arbeit durchgeführt wurde, sehr sinnvoll. Im Folgenden wurden die 
Treffer bezüglich der Lipinski-Regeln untersucht, die vorgeben, dass eine Substanz, 
die mehr als eine der Regeln nicht erfüllt, für die Medikamentenentwicklung wenig 
vielversprechend ist [20]. Der berechnete logP für BA liegt über dem Grenzwert, der 
in den Lipinski-Regeln vorgegeben ist. Da BA als Naturstoff schon eine nachgewie-
sene biologische Aktivität besitzt und die Membrangängigkeit dadurch gewährleistet 
ist, ist eine Abweichung der Treffer bei diesem Kriterium zu vernachlässigen. Da die 
Moleküle sehr ähnlich zu BA sind, wiesen nur drei Substanzen abweichende Ergeb-
nisse auf. Die Substanz NP-009993 hat mit 512,7 g/mol ein Molekulargewicht, das 
über dem geforderten Maximalwert von 500 g/mol liegt. NP-009993 ist, wie BA, auch 
ein Naturstoff und die Überschreitung dieses Grenzwertes kann auch in diesem Fall 
toleriert werden, da durch ihr Vorkommen in der Natur bereits eine biologische Aktivi-
tät vorausgesetzt wird. Dadurch, dass die „scaffold hopper“ ein auffallend anderes 
Grundgerüst haben als BA, wurde für sie auch ein abweichendes Ergebnis bei der 
Auswertung der Lipinski-Regeln erzielt. Diese Moleküle blieben innerhalb der gefor-
derten Grenzwerte und befolgten alle Lipinski-Regeln. 
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Im Rahmen dieses Projektes kam ein neues Kriterium zur Identifizierung von aktiven 
BA-Analoga zum Einsatz, welches mit dem in silico Screening kombiniert wurde. Die 
biologische Aktivität der gefundenen Substanzen sollte, anhand eines Vergleiches mit 
Molekülen aus der Datenbank des NCI, bestimmt werden. In dieser Datenbank sind 
etwa 40 000 Substanzen abgelegt, deren Zytotoxizität in ~ 60 Tumorzelllinien getes-
tet wurde [21]. Auf der Basis von 2D-Ähnlichkeiten wurden die gefundenen Substan-
zen mit denen aus der NCI-Datenbank verglichen und das GI50-Profil der korrespon-
dierenden NCI-Struktur sollte Aufschluss über die biologische Aktivität der BA-
Analoga geben, was auf dem Prinzip, dass ähnliche physikochemische Eigenschaf-
ten im günstigsten Fall auch eine ähnliche biologische Aktivität bedeuten, beruhte 
[115]. Demnach sollten die Substanzen BAS 1279930, BN 10953, B-0442-B-10 und 
B-1000-B-09 nur einen schwachen oder keinen biologischen Effekt auf die Tumorzel-
len haben, da die mittleren GI50-Werte der korrespondierenden NCI-Substanzen zwi-
schen 20 und 85 µM liegen und somit eine geringere Zytotoxizität aufweisen, als die 
vergleichbaren Substanzen zu den anderen Treffern, die einen mittleren GI50-Wert 
von 4,61 oder 5,19 µM haben. Da dieser Vergleich zum ersten Mal angewandt wur-
de, wurden die vermeintlich negativen Treffer als Negativkontrollen mitgeführt.  
Die experimentelle Validierung der Ergebnisse des in silico Screenings und des Ver-
gleiches mit den Strukturen aus der NCI-Datenbank haben gezeigt, dass die Vorher-
sage bezüglich der Aktivität der gefundenen Treffer eingetroffen ist. Moleküle, deren 
korrespondierende Substanz aus der NCI-Datenbank aktiv war, lösten signifikant 
Zelltod in Jurkat Zellen aus. Wohingegen Substanzen mit einem vermeintlich inakti-
ven korrespondierenden Partner aus der NCI-Datenbank auch keinen Effekt in den 
Zellen zeigten. Der Einfluss der strukturellen Unterschiede auf die Wirksamkeit wurde 
hierbei auch besonders deutlich. Die „scaffold hopper“ zeigten in den getesteten Zell-
linien keine Wirkung, was auf das abweichende Grundgerüst zurückzuführen ist. Bei 
der Substanz BAS 1279930 hat die divergente Position der Carboxylgruppe am C20-
Atom des Sechserrings E einen negativen Einfluss auf die Wirksamkeit. Die anderen 
pentazyklischen Verbindungen weisen diese Carboxylgruppe am C18- bzw. C17-
Atom zwischen den Sechserringen D und E auf.  
Somit zeigten fünf von neun Molekülen, die mittels computerbasierter Methoden als 
BA-Analoga identifiziert wurden, eine signifikante biologische Aktivität. Durch das neu 
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eingeführte Kriterium hätten die negativ getesteten Substanzen auch vor der experi-
mentellen Phase ausgeschlossen werden können. Daher kann zusammenfassend 
gesagt werden, dass eine Kombination des „klassischen“ in silico Screenings mit den 
funktionellen Daten, die durch das NCI zur Verfügung gestellt werden, neue Möglich-
keiten zur effizienten Identifizierung potentieller Krebstherapeutika über die experi-
mentell getesteten hinaus ermöglicht. 
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5.4 IN SILICO IDENTIFIZIERUNG NEUER BCL-2-INHIBITOREN 
UND EINES NIEDERMOLEKULAREN BAX-AKTIVATORS 
Die Bcl-2-Proteinfamilie spielt bei der Regulation von Apoptose eine entscheidende 
Rolle [178]. Innerhalb der Familie findet eine Unterteilung in drei Subfamilien statt. 
Die Erste besteht aus anti-apoptotisch wirkenden Proteinen, die vier Bcl-2-Homologie 
(BH)-Domänen besitzen. Bei der zweiten Subfamilie handelt es sich um Multidomä-
nen-Proteine, die eine pro-apoptotische Funktion ausüben und die Domänen BH1 – 
BH3 besitzen, wohingegen die dritte Subfamilie, die ebenfalls pro-apoptotisch wirkt, 
nur die BH3-Domäne aufweist, was dieser Gruppe von Bcl-2-Proteinen den Namen 
BH3-only einbrachte [69]. BH3-only Proteine können eine direkte Aktivierung der 
Multidomänen-Bcl-2-Homologen Bax und Bak und eine Induktion der Oligomerisie-
rung in der mitochondrialen Membran auslösen [179]. Desweiteren üben BH3-only 
Proteine ihre Aktivität durch die Bindung an anti-apoptotische Bcl-2-
Familienmitglieder aus, wodurch die zelltodhemmende Wirkung von Bcl-2 aufgeho-
ben wird [180]. Bcl-2 und Bcl-xL, zwei anti-apoptotische Mitglieder der Bcl-2-
Proteinfamilie, tragen nicht nur zur Krebsentwicklung durch Hemmung der Apoptose 
bei. Sie sind ebenso verantwortlich für die Resistenz von Tumorzellen gegenüber 
gegenwärtiger Krebstherapeutika [181, 182]. Daher sind Bcl-2-Proteine vielverspre-
chende Targets für die Entwicklung neuer Wirkstoffe. Ein vielversprechender Ansatz, 
diesen Signalweg therapeutisch zu nutzen, ist der Einsatz niedermolekularer Bcl-2-
Antagonisten. Neben Bcl-2 können auch weitere anti-apoptotische Bcl-2-
Familienmitglieder, wie z.B. Bcl-xL, Bcl-w und Mcl-1, gehemmt werden.  
Degterev et al. haben gezeigt, dass der apoptotische Zelltod, der durch die nieder-
molekularen Strukturen BH3I-1 und BH3I-2 ausgelöst wird, sich analog zu dem ver-
hält, der durch Überexpression von pro-apoptotischen Bcl-2-Familienmitgliedern 
ausgelöst wird, aber nicht zu einer Einlagerung von Bax in die mitochondriale Memb-
ran führt. Sie folgerten, dass BH3I-1 und BH3I-2 über die Bindung an die aus BH1-, 
BH2- und BH3-Domänen gebildete Bindungstasche von Bcl-2 wirken, wodurch pro-
apoptotische BH3-only Proteine bzw. die Multidomänen-Proteine Bax und Bak frei-
gesetzt werden [68, 101]. 
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Diese Strukturen wurden als Leitstrukturen für ein in silico Screening verwendet, bei 
dem sieben Treffer mit einem Tanimoto-Koeffizienten über 0,85 identifiziert werden 
konnten, wodurch eine ähnliche biologische Aktivität, wie die der Leitstrukturen, als 
wahrscheinlich angenommen wurde. Durch besonders strenge Ausschlusskriterien 
sollte in diesem Modellprojekt die Auswirkung auf die Trefferquote untersucht wer-
den. Daher wurde die Substanz 1S-55234 in weiteren Untersuchungen nicht berück-
sichtig. Der berechnete Tanimoto-Koeffizient lag knapp über dem Grenzwert 0,85, 
aber die Wahrscheinlichkeit, dass eine Substanz, die eine Ähnlichkeit von ~ 0,85 zu 
einer Leitstruktur aufweist, ebenfalls biologisch aktiv ist, liegt bei 30 % [183]. Dieser 
Wert liegt weit über dem einer Hochdurchsatzmethode und es würden normalerweise 
Moleküle mit diesem Tanimoto-Koeffizienten weiter untersucht, was in diesem Projekt 
in der ersten experimentellen Testphase aber nicht durchgeführt wurde. Bei negati-
ven Ergebnissen würde diese Substanz in einer zweiten Testphase berücksichtigt. 
Außerdem wurden die Moleküle A0746-0034828 und A2862-0120683 als Treffer 
ausgeschlossen, da die Untersuchung bezüglich der Lipinski-Regeln ergeben hat, 
dass die Anzahl der Wasserstoff-Donoren über dem geforderten Grenzwert liegen. 
Die im Anschluss durchgeführten Docking-Experimente mit dem anti-apoptotischen 
Protein Bcl-xL und den vier verbliebenen Molekülen implizierten, dass die Moleküle 
3S-91283 und 3S-12317 nicht den gewünschten inhibitorischen Effekt auslösen wür-
den, da sie nur einen kleinen Teil der Bindungstasche abgedeckt haben und die be-
rechneten Zähler auf eine geringe Bindungsaffinität hindeuteten. Im Gegensatz dazu 
zeigten die Substanzen BAS 0536121 und BAS 0289097 einen besseren GOLDSco-
re als die Leitstrukturen und eine mit den Leitstrukturen vergleichbare Bindungskon-
stante, was zu der Annahme führte, dass diese eine gleiche oder sogar verbesserte 
Bindungsaffinität zu den anti-apoptotischen Proteinen aufweisen würden.  
Funktionelle Experimente werden hierzu derzeit durchgeführt, um die Wirksamkeit 
und Bcl-2-/Bax-Abhängigkeit der Zelltodinduktion aufzuklären. 
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5.5 LICHTINDUZIERTE UND GEZIELTE APOPTOSEINDUKTION 
DURCH EINE SCHALTBARE BH3 HELIX 
Die gezielte Beeinflussung der Regulation der Bcl-2-Proteinfamilie, die maßgeblich 
an der Regulation des mitochondrialen Apoptose Signalweges beteiligt ist, ist ein 
vielversprechender Ansatz bei der Entwicklung neuer Krebstherapeutika. Das pro-
apoptotische Protein Bid gehört zur Bcl-2-Familie, die durch das Vorhandensein von 
bis zu vier BH-Domänen gekennzeichnet ist. Die anti-apoptotischen Proteine (z.B. 
Bcl-2 und Bcl-xL) weisen eine hohe Sequenzähnlichkeit in den vier BH-Domänen auf, 
wohingegen die pro-apoptotischen Vertreter in die Multidomänen-Proteine (z.B. Bax 
und Bak), die die Domänen BH1 – BH3 enthalten, und die BH3-only Proteine (z.B. 
Bid und Bad), welche nur die BH3-Domäne besitzen, unterteilt werden [184]. Die 
BH1- und BH2-Domäne kommen in allen anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-
Familie, aber nicht in allen pro-apoptotischen Proteinen vor. Hoch konservierte Ami-
nosäuren in diesen Domänen werden für das Überleben der anti-apoptotischen Pro-
teine Bcl-2 und Bcl-xL und für die Interaktion mit den Zelltod fördernden Proteinen 
benötigt [185]. Die BH3-Domäne, welche für die Bindung der pro-apoptotischen Ver-
treter an die hydrophobe Grube der anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine verantwortlich 
ist, kommt in allen Proteinen der Bcl-2-Familie vor. Ein Verlust der BH4-Domäne 
kann die anti-apoptotische Wirkung von Proteinen wie Bcl-2 aufheben und sie zu ei-
nem Zelltod Promotor umwandeln [185, 186].  
Die pro-apoptotischen Multidomänen-Proteine beeinflussen hauptsächlich das en-
doplasmatische Retikulum und die äußere mitochondriale Membran, was zu einer 
Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren führt. Die pro-apoptotisch wirkenden 
BH3-only Proteine wirken durch eine Interaktion mit den Multidomänen-Proteinen der 
Bcl-2-Familie [187]. Daher sollte das α-helikale Segment aus der BH3-Domäne von 
Bid zur Manipulation von physiologischen Prozessen genutzt werden. Durch den 
Einbau eines Photoschalters an die Aminosäuresequenz dieses Peptides sollte die 
Aktivität der Helix kontrolliert werden.  
Erste Versuche haben gezeigt, dass wahrscheinlich eine Stabilisierung der veränder-
ten BH3-Helix stattgefunden hat, da im Vergleich zum ursprünglichen Peptid die A-
poptoserate um das 2,5 fache gesteigert werden konnte. Das Ausgangspeptid ist mit 
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einer Halbwertzeit von ~ 3 h sehr instabil und zeigt daher nur eine geringere Apopto-
serate [188]. Außerdem könnte, durch den Einbau des Photoschalters (cis-
Konformation), eine Stabilisierung der helikalen Struktur herbeigeführt worden sein, 
was eine Steigerung der Aktivität bewirkte. In weiteren Versuchen konnte, durch Be-
strahlung mit einer geeigneten Wellenlänge, eine Aktivierung bzw. Inaktivierung der 
BH3 Helix gezeigt werden. Während die inaktive Form eine Apoptoserate von 27 % 
erreichte, wurde bei der aktivierten Helix eine Apoptoserate von 70 % gemessen. Es 
ist also möglich, durch den Einbau des Photoschalters Hemithioindigo an das α-
helikale Segment aus der BH3-Domäne von Bid, Apoptose kontrolliert auszulösen. 
Durch die gezielte Inaktivierung am definierten Wirkort wird der Organismus weniger 
Nebenwirkungen ausgesetzt, was besonders bei der Chemotherapie wünschenswert 
wäre. Der Einsatz von Photoschaltern ist daher vielversprechend für die Behandlung 
von Krankheiten, für die gewebsspezifische Effekte wünschenswert sind. 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Modellprojekte haben gezeigt, dass die 
Kombination von in silico und in vitro Screening effektiv und zuverlässig für das Auf-
finden von neuen, biologisch aktiven Substanzen ist. Die Trefferquote war im Ver-
gleich zu Hochdurchsatzmethoden (Trefferquote: ~2 %) um ein Vielfaches besser 
(Tab. 18) [156]. 
 




Tabelle 18: Trefferquoten der Modellprojekte. 
 
Die Trefferquote konnte durch das gezielte projektbezogene Verwenden von neuen 
zusätzlichen Ausschlusskriterien (z.B. GI50 Profile des NCI) verbessert werden. 
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5.6 ERSTELLUNG EINER NATURSTOFFDATENBANK  
Viele Treffer, die im Rahmen der vorgestellten und weiteren Modellprojekten erzielt 
wurden, waren Naturstoffe oder Derivate von Naturstoffen. Diese Beobachtung 
stimmt mit der Tatsache überein, dass etwa 50 % der Medikamente, die durch die 
FDA (Food and Drug Administration) zugelassen sind, ebenfalls Naturstoffe sind oder 
direkt bzw. indirekt von ihnen abstammen [189]. Naturstoffe geraten daher immer 
mehr in den Fokus der Wirkstoffforschung. Tulp und Bohlin nahmen an, dass ein Na-
turstoff, der Spezies übergreifend vorkommt, eine wichtige biologische Funktion ha-
ben muss, wie z.B. einen Effekt auf ein spezifisches Target, da eine zufällige Produk-
tion eines Naturstoffs in nicht verwandten Spezies sehr unwahrscheinlich ist [190]. 
Aktuell sind etwa 200 000 Naturstoffe bekannt und es wird angenommen, dass noch 
viele weitere folgen werden [190]. Obwohl durch kombinatorische Chemie eine große 
Anzahl von synthetischen Molekülen hergestellt wird, die den Medikamenten bezüg-
lich der Größe und Eigenschaften sehr ähnlich sind, kann ihnen, im Gegensatz zu 
Naturstoffen, noch keine Interaktion mit biologisch relevanten Targets nachgewiesen 
werden [191]. Vergleicht man die Eigenschaften von synthetischen und natürlichen 
Molekülen mit denen von Medikamenten, wird die Besonderheit der Naturstoffe, be-
sonders im Bezug auf die Diversität der Grundgerüste und der großen Anzahl von 
chiralen Zentren, deutlich [192]. In den Jahren 1981-2002 waren 62 % der potentiell 
neuen Krebswirkstoffe natürlichen Ursprungs [193]. Viele marine Naturstoffe sind in 
Phase II der klinischen Tests gegen Krebs, Allergien und kognitive Erkrankungen 
[194]. Die chemische Diversität der Naturstoffe ist immens und eröffnet neue Mög-
lichkeiten für die Entwicklung neuer Wirkstoffe in der Medizin [195]. Obwohl die meis-
ten der zugelassenen Medikamente einen natürlichen Ursprung haben, ist deren Ver-
fügbarkeit und Herkunft oft unklar [196, 197]. Es gibt viele kommerzielle 
Datenbanken [198, 199, 200], aber in der „SuperNatural Database“ (Erstellt in Zu-
sammenarbeit mit M. Dunkel) sind zum ersten Mal die 3D-Strukturen und Konforme-
re von > 45 000 käuflichen Naturstoffen, Derivaten und Analoga, sowie deren Her-
steller, frei verfügbar zusammengefasst [201]. Zu jedem Naturstoff sind ausführliche 
Informationen bezüglich verschiedener struktureller und chemischer Eigenschaften 
abgelegt (Abb. 48 E). Die Datenbank enthält ~ 2 500 bekannte Naturstoffe, die durch 
ihre CAS-Nummer (Chemical Abstracts) charakterisiert sind und als Startpunkt für 
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Ähnlichkeitssuchen dienen können (Abb. 48 A + B). Durch die Implementierung eines 
Marvin Applets können eigene Moleküle für Ähnlichkeitssuchen importiert werden 
(Abb. 48 C) [202]. Zur Berechnung der Ähnlichkeit zweier Moleküle wurden der Ta-
nimoto-Koeffizient [12] und ein 3D-Überlagerungsalgorithmus [15] in die Datenbank 
eingebunden (Abb. 48 D). Um mögliche Anwendungsgebiete für die gefundenen Na-
turstoffe zu bestimmen, wurde eine Suche nach ähnlichen Medikamenten in der „Su-
perDrug Database“ ermöglicht, die medizinische Indikationen enthält, welche von der 
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Abbildung 48: Screenshot von der Internetseite der „SuperNatural Database“. 
A Navigationsseite und Anfrageformular zum Starten einer Ähnlichkeitssuche ausgehend von 
den 2 500 bekannten Naturstoffen B Ergebnis einer Anfrage mit der Option einer 3D-
Überlagerung (3D-Superposition). Die Berechnung des Tanimotokoeffizienten hat zwei Tref-
fer mit einer Ähnlichkeit (Similarity) von 100 % und 87,41 % zur Leitstrukturen ergeben. Mit 
der linken Maustaste können die Moleküle gedreht werden, verschiedene Darstellungsmög-
lichkeiten sind eingebunden (rechte Maustaste) und detaillierte Informationen bezüglich der 
Eigenschaften können über den „FULL INFO“ Button bezogen werden. Als Hersteller ist in 
diesem Fall die Firma MicroSource angegeben C Screenshot des Marvin Applets, welches 
das Importieren und Zeichnen eigener Strukturen für die Ähnlichkeitssuche ermöglicht D Be-
rechnete Eigenschaften für eine Struktur E Ergebnis einer 3D-Überlagerung. Alle Konformere 
beider Strukturen werden überlagert und das beste Ergebnis wird angezeigt. Informationen 
über die Anzahl der überlagerten Atome und den rmsd Wert sind angegeben. 
 
Etwa 300 Naturstoffe aus der „SuperNatural Database“ sind identisch zu aktiven Be-
standteilen verschiedenster Medikamente und 8 % (3600) der Naturstoffe haben im 
Vergleich mit zugelassenen Medikamenten einen Tanimoto-Koeffizienten von > 0,85, 
was mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine ähnliche biologische Aktivität schließen 
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lässt [115]. Beispielhaft wurde eine Ähnlichkeitssuche mit Naturstoffen, die als Medi-
kament, als Leitstruktur für ein Medikament oder als Naturstoff in klinischen Phasen 














Camptothecin Klinische Phase I & II 
& III [205] 
7 L01* (Antine-
oplastisch) 
Paclitaxel Leitstruktur von Ta-
xol® [206] 
5 L01CD* (Taxane) 
Protopanaxadi-
ol 








Vinblastine Leitstruktur von  
Velban® [206] 
9 L01CA* (Vinca Alka-
loide und Analoga) 




ne und ähnliche 
Substanzen) 
Staurosporine Klinische Phase I & II 
& III [205] 
4 L01* (Antine-
oplastisch) 




* Analytisch, Chemisch, Therapeutisch (ATC) Klassifizierungscode der WHO, der die thera-
peutische Subgruppe angibt 
Tabelle 19: Vergleich von bekannten Naturstoffen mit Molekülen aus der „SuperNatu-
ral Database“. 
Naturstoffe (für onkologische Erkrankungen), die als Medikamente oder als Leitstrukturen für 
Medikamente bekannt sind, sowie Naturstoffe, die sich in verschiedenen klinischen Phasen 
befinden, haben viele ähnliche Moleküle in der „SuperNatural Database“, die einen Tanimo-
to-Koeffizienten von > 0,85 haben. Der ATC-Code für die einzelnen Naturstoffe gibt das the-
rapeutische Anwendungsgebiet an. 
 
Es gibt viele Naturstoffe in der „SuperNatural Database“, die, durch den hohen Tani-
moto-Koeffizienten, als mögliche neue Wirkstoffe oder Leitstrukturen in Frage kom-
men. Ergänzend ist die ATC (Analytisch, Chemisch, Therapeutisch) Klassifizierung 
der WHO angegeben, die die therapeutische Subgruppe (Anwendungsgebiete) defi-
niert [204]. Die Ergebnisse zeigen, dass die Datenbank eine ausgezeichnete Quelle 
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zum Auffinden von biologisch aktiven Naturstoffen im Bereich der onkologischen For-
schung ist. Weitere Auswertungen für verschiedene Anwendungsgebiete (Daten nicht 
gezeigt) haben ergeben, dass bei einer Vielzahl von medizinischen Forschungsge-




                                                                                                                          Ausblick 
6 AUSBLICK 
Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sich für jedes der drei Mo-
dellprojekte Möglichkeiten zu weiterführenden Untersuchungen.  
Die identifizierten Kinaseinhibitoren sollten, mittels eines Matrigel-Modells [208], auf 
ihre Fähigkeit, die Angiogenese zu hemmen, genauer untersucht werden. Außerdem 
ist für die bereits beim Patentamt angemeldete Substanz BTB14431 ein Tierver-
suchsantrag genehmigt, der neue Erkenntnisse über die tumorwachstumshemmende 
Wirkung bringen soll. 
Im Rahmen des Betulinsäure Projektes wurde eine neue Methode zur Bewertung 
von in silico Screening Treffern eingeführt, die zu positiven Ergebnissen führte. Diese 
Methode sollte weiter untersucht und verbessert werden. Der strukturelle Vergleich 
könnte durch einen Vergleich von GI50 Werten ergänzt werden. So könnten eigene 
experimentell erhobene Daten mit Wirkprofilen der NCI-Datenbank verglichen wer-
den und zum Auffinden von möglichen Wirkmechanismen dienen.  
Nach Abschluss der funktionellen Experimente mit den potentiellen Bcl-2 Inhibitoren, 
sollten diese auch auf ihre Wirkung auf das pro-apoptotische Protein Bax untersucht 
werden, da das Auffinden eines niedermolekularen Bax-Aktivators von großem Inte-
resse ist. 
Auf alle in silico Screening Projekte bezogen kann gesagt werden, dass die gefunde-
nen Treffer sehr vielversprechend aussehen und daher zur weiteren Optimierung o-
der als Leitstrukturen für weitere Suchen dienen sollten. 
Weiterhin sollten die Ergebnisse des photoschaltbaren α-helikalen Peptides mit Ver-
suchen in verschiedenen Zellsystemen zur Verifizierung des Wirkmechanismus er-
gänzt werden. Aufgrund dieser Ergebnisse eröffnen sich bei vielen weiteren For-
schungsprojekten neue Möglichkeiten für die Entwicklung spezifischer Inhibitoren, 
die durch Lichteinstrahlung gezielt aktiviert werden können.  
 
110 
                                                                                                   Abkürzungsverzeichnis
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
°C Grad Celsius 
µCi Mikrocurie 
ADME  Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion 
AER Apikale ektodermale Randleiste 
AP1 Aktivator Protein 1 
APAF-1 Apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1 
APS Ammoniumoperoxodisulfat 
ATC  Anatomisch Chemisch Therapeutisch 
ATP Adenosintriphosphat 
BA Betulinic Acid 
BCA Bicinchoninsäure 
Bcl3 B-cell lymphoma 3 encoded protein 
BH1-BH4 Bcl-2 Homologie Domänen 1-4 
BH3I BH3 Inhibitor 
BSA Bovines Serum Albumin 
ca. Circa 
CAP Compounds Available for Purchase 
CAS Chemical Abstracts 
CK2 Caseinkinase 2 
cm Zentimeter 
CMC Comprehensive Medicinal Chemistry 




CRD Cystein-reiche Domäne 
CSN COP9 Signalosom 
Cul1    
und 2 
Cullin 1 und 2 
D Asparaginsäure 
DAP Diaminopropionsäure 
DISC  Death-inducing signaling complex 
DKO Doppelknockout 
DMSO Dimethylsulfoxid 




Eukaryontischer Translations-Initiations-Komplex 3 
ELISA Enzyme linked immunisorbent assay 
FACS Fluorescence Activated Cell Scan 
FADD Fas associated death domain 
FDA Food and Drug Administration 
FITC Fluorescein Isothiocyanat 
GI50 50 % growth inhibition  
HIF-1α Hypoxia inducible factor-1 alpha 
HIV-1 
VPR 
Human immunodeficiency virus 1 accessory protein 
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HPO Hepatopoietin 
HTS High-throughput Screening 
IAPs Inhibitor von Apoptose Proteinen 
IBS InterBioScreen 
ICSBP Interferon consensus sequence-binding protein 
Id1 Inhibitor of differentiation 1 
Id3 Inhibitor of differentiation 3 





logP Dekadischer Logarithmus des Verteilungskoeffizienten der Konzentration 
einer Chemikalie zwischen n-Oktanol und Wasser 
LFA-1 Lymphocyte function-associated antigen-1 
LSD Lysergsäurediethylamid 





NCI National Cancer Institute 
NMR Kernresonanzspektroskopie, engl.: nuclear magnetic resonance 
NTP National Toxicology Program 
PBS Phosphatpuffer Saline 
PDB Protein-Datenbank 








PMF-1 Polyamine-modulated factor 1 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PR Progesteron Rezeptor 
Q Glutamin 
QSTR Quantitative Structure Toxicity Relationship 
Rbx1 RING box protein 1 
rLHR Precursor of the lutropin/choriogonadotropin receptor 
rmsd  Root means square deviation 
rpm  Rounds per minute 
RPN Regulatory particle non-ATPase 
RT Raumtemperatur 
S Serin 





shRNA small hairpin RNA 
SRC-1 Steroid receptor co-activator 1 
Tat Trans-Activator of Transcription 
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TR Thyroid Rezeptor 
TRADD TNF-receptor associated death domain 
TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand 
TRC8 Translocation in renal carcinoma on chromosome 8 
UCH Ubiquitin C-terminal Hydrolase 
VDAC2 Voltage-dependent anion channel 2 
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ANHANG 
Name IC50-Wert [µM] Hersteller 
Curcumin-ähnlich 
Curcumin 2,6 Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland 
BN_11264 > 1000 Analyticon, Potsdam, 
Deutschland 
BN_11270 > 1000 Analyticon, Potsdam, 
Deutschland 
BN_13078 > 1000 Analyticon, Potsdam, 
Deutschland 
BN_13088 > 1000 Analyticon, Potsdam, 
Deutschland 
BN_13172 > 1000 Analyticon, Potsdam, 
Deutschland 
BTB00363 188,6 Maybridge, Tintagel,  
England 
Formoterol 853,94 Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland 
Piceatannol 1,7 Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland 
RDR01042 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
Resveratrol 32,1 Calbiochem (Merck 
KGaA), Darmstadt, 
Deutschland 
RJC03322 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
S00677 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
S00686 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
S09268 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
SEW0556 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
SEW0597 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
SPB02119 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
SPB03645 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
Emodin-ähnlich 
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BTB10218 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
BTB14162 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
BTB14431 21.0 Maybridge, Tintagel,  
England 
BTB14660 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
BTB15203 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
DP01776 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
GK01212 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
JFD00841 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
JFD00850 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
JFD02836 54,1 Maybridge, Tintagel,  
England 
JFD03520 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
JFD03665 19,8 Maybridge, Tintagel,  
England 
KM07482 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
RJC01815 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
RJC03864 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
RJC03871 > 1000 Maybridge, Tintagel,  
England 
SEW04213 4,8 Maybridge, Tintagel,  
England 
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Datenbank (Anbieter) Anzahl der Moleküle Anzahle der Konformere 
Rote Liste 3 200 20 000 
Cambridge 250 000 7 500 000 
NCI 240 000 9 000 000 
Maybridge 65 000 1 700 000 
IBS 250 000 7 500 000 
Enamine 300 000 8 000 000 
Asinex 190 000 5 000 000 
Analyticon 15 000 400 000 
ComGenex 160 000 4 900 000 
Ambinter 420 000 10 400 000 
CMC Datenbank 7 500 200 000 
Chembridge 228 000 5 100 000 
Tripos 85 000 1 800 000 
Pharmeks 84 000 1 900 000 
CAP-Complete (Accelrys) 1 619 612 77 582 740 
Gesamt 3 667 312 141 002 740 
NCI: National Cancer Institute, IBS: InterBioScreen, CMC: Comprehensive Medicinal Chem-
istry, CAP: Compounds Available for Purchase 
Tabelle 21: Datenbank, die für die in silico Screenings verwendet wurde. 
Angegeben sind der Name der Datenbank bzw. des Anbieters, Anzahl der Strukturen und die 
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